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iii. RESUMEN

La obesidad es el principal factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades
metabolicas, entre las que destaca la Enfermedad de Higado Graso No
Alcohdlico (EHGNA). La alimentaciéon materna obesogénica favorece el
desarrollo de EHGNA en sus crias y se asocia con la reduccion de los niveles
de prolactina (PRL) en la leche materna. La hormona PRL es un regulador
clave en el proceso de lactancia, ejerce efectos en el metabolismo y favorece la
sensibilidad hepatica a la insulina en adultos, y estimula la proliferacién de
hepatocitos en la etapa postnatal. En este estudio se evalué si la ausencia de las
acciones de la PRL favorece el desarrollo de EHGNA en crias de ratones
lactantes carentes del receptor de PRL (Prlr-/-) o silvestres (Prlr+/+),
alimentados durante la lactancia por madres en dieta control (DC) o dieta
obesogénica (DO). Encontramos que al finalizar la lactancia los ratones Prlr-/-
con DO presentaron un incremento mayor en el peso del higado en
comparacion con los Prlr+/+. Asimismo, los ratones Prlr-/- presentaron mayor
acumulacion de triglicéridos que los animales Prlr+/+ alimentados con DC.
Ademas, se observd una respuesta alterada en la expresion de genes del
metabolismo hepatico de lipidos en los ratones Prlr-/- en DC y DO en
comparacion con ratones Prlr+/+. Nuestros resultados demuestran que la falta
de la sefializacion de PRL favorece el desarrollo de alteraciones metabdlicas en
el higado de crias lactantes, resaltando la importancia de la PRL en el

metabolismo hepatico de las crias durante la etapa postnatal.

Palabras clave: higado graso, prolactina, metabolismo, lactancia, dieta
obesogénica, ratones Prlr-/-



SUMMARY

Obesity is a major risk factor for the development of metabolic diseases, including
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Maternal high fat diet is associated
with reduced prolactin (PRL) levels in the milk of lactating rats, and this decrease
favors the development of metabolic alterations in their offspring, including
NAFLD. The hormone PRL is a key regulator in the lactation process, exerts
effects on metabolism, promotes hepatic insulin sensitivity in adults, and
proliferation of hepatocytes in the postnatal stage. In this study was evaluated
whether the absence of PRL action favors the development of NAFLD in suckling
pups from mothers fed a control or an obesogenic diet. We used lactating C57BL/6
mice lacking PRL receptor (Prlr-/-) or wild type (Prlr+/+) nursed during lactation
by mothers that were fed a control diet (CD) or an obesogenic diet (OD). We
found that at the end of lactation Prlr-/- mice in DO showed a greater increase in
liver weight compared to Prlr+/+. Also, Prlr-/- mice had higher triglyceride
accumulation than Prlr+/4+ animals fed DC. Moreover, Prlr-/- mice in CD and DO
showed an altered expression of hepatic lipid metabolism genes compared to
Prlr+/+ mice. Our results demonstrate that lack of PRL signaling favors the
development of metabolic alterations in the liver of lactating mice, and thus
highlights that PRL has an important role in hepatic metabolism in nursing

offspring.

Key words: Fatty liver, prolactin, metabolism, lactation, obesogenic diet, Prlr-/-

mice
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I. INTRODUCCION

La obesidad representa un grave problema de salud publica a nivel mundial. Se
estima que en México el 35% de los niflos y adolescentes, asi como el 72.5% de
los adultos padecen sobrepeso u obesidad.! Una de las multiples enfermedades
derivadas de la obesidad es el higado graso no alcohdlico con una prevalencia
estimada en poblacion general de entre 20 a 30% en adultos y 10% en nifios. En

MEéxico, se estima una prevalencia de 17% en poblacién asintomatica.?

Existe la hipotesis de que una expansion adecuada del tejido adiposo en
condiciones de obesidad permite acumular el exceso de nutrientes en este tejido, y
de esta manera previene la acumulacion ectopica de acidos grasos, por ejemplo en
musculo e higado, lo que contribuye con un perfil metabdlico favorable.* Un
factor que favorece la expansion saludable del tejido adiposo en condiciones de
obesidad es la hormona prolactina (PRL).* La PRL es una hormona secretada
principalmente por la glandula pituitaria anterior que ejerce multiples funciones,
incluyendo la regulacion de la lactancia y la reproduccion, la respuesta inmune, el
crecimiento y el metabolismo.® Interesantemente, los niveles de PRL circulante
disminuyen en humanos y en roedores con obesidad y sindrome metabolico, asi

como en humanos con higado graso.®

En apoyo a que los bajos niveles de PRL participan en dichas alteraciones
metabolicas, el tratamiento con PRL favorece la hiperplasia o formacion de nuevos
adipocitos, y previene la hipertrofia de los mismos, ademas de favorecer la
sensibilidad a la insulina sistémica.* En el higado, la PRL promueve el
crecimiento hepatico a través de estimular la proliferacion de los hepatocitos y del
endotelio vascular.” Ademas, el receptor de prolactina favorece la sensibilidad
hepatica a la insulina en animales obesos.® Sin embargo, se desconoce si la PRL
puede ejercer algin efecto en la prevencion del desarrollo de higado graso en

ratones en condiciones de obesidad durante la etapa postnatal o de lactancia.



Por lo anterior, en el presente proyecto se evaluo, si animales lactantes carentes del
receptor de PRL amamantados por madres alimentadas con una dieta obesogénica

tienen una mayor susceptibilidad a desarrollar higado graso.



II. JUSTIFICACION

La obesidad es un problema de salud publica que se presenta en todas las etapas de
la vida. El aumento en la ganancia de peso debido a una dieta energéticamente
elevada, la ingesta excesiva de grasas y la carencia de actividad fisica, ha resultado
en el aumento de la prevalencia de obesidad, la cual va de la mano con el
desarrollo de enfermedades cronico degenerativas; entre las cuales se encuentra la
Enfermedad de Higado Graso No Alcoholico (EHGNA). El EHGNA es una
enfermedad con alta prevalencia y consecuencias graves para quienes lo padecen,
por ello es relevante entender los mecanismos patofisioldgicos que promueven_el

desarrollo de esta enfermedad.

La hormona prolactina (PRL) ejerce efectos benéficos en el metabolismo,
especificamente en el higado actia promoviendo la sensibilidad a la insulina,
mientras que los niveles circulantes de la hormona disminuyen en condiciones de
obesidad, sindrome metabolico e higado graso. Sin embargo, se desconoce si la
disminucion en la sefializacion de PRL durante la obesidad favorece el desarrollo

de EHGNA, particularmente en la etapa postnatal.



III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La hormona prolactina (PRL) actua en el higado promoviendo su crecimiento y
regeneracion, mientras que los niveles circulantes de la hormona disminuyen en
condiciones de obesidad y resistencia a la insulina lo que sugiere que los efectos

benéficos de la PRL podrian verse comprometidos en sujetos con obesidad.

Se propone evaluar si la falta de accion de la PRL, en ratones carentes de su
receptor, que fueron expuestos a un ambiente obesogénico a través de la
alimentacion materna, resulta en el desarrollo exacerbado de higado graso al

finalizar la lactancia.



IV. MARCO TEORICO CONCEPTUAL
4.1 Obesidad: definicion y prevalencia

La obesidad es una enfermedad cronico-degenerativa considerada como una
epidemia a nivel global por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y definida
por la misma como “la acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud”.!® Cada afio mueren 2.6 millones de personas a causa de
la obesidad y el sobrepeso (OMS, 2010). En México, 7 de cada 10 personas

presentan exceso de peso corporal.’

La causa principal de la obesidad se atribuye al desequilibrio en el consumo y el
gasto energético, en el cual existe un balance energético positivo.!® En esta
condicion, se consumen mas calorias de las que se gastan favoreciendo asi a la
acumulacion de grasa y el consecuente aumento de peso. Ademas, multiples
factores ambientales, conductuales, genéticos, psicosociales, alteraciones

metabolicas y enddcrinas, entre otras, contribuyen al desarrollo de obesidad. !!

De acuerdo a la ENSANUT 2016, la prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad, pas6é de un 71.2% en 2012, a un 72.5%, siendo mayor en mujeres
(76.5%) que en hombres (69.4%). Mas aun, la prevalencia de obesidad abdominal
fue de 76.6%, observandose un claro dimorfismo sexual, al ser mayor en mujeres

(87.7%) en comparacion con el género masculino (64.5%). !



4.1.1Diagnéstico de sobrepeso y obesidad

En 1871, Adolphe J. Quetelet desarrollo el indice de Masa Corporal (IMC),
definido como el peso en kg dividido entre la altura expresada en metros y elevada

al cuadrado.’

Peso en kilogramos
IMC (kg/m?) = g

Talla en m?

Figura 1. Férmula del indice de masa corporal.’

Actualmente el IMC representa el indice mas utilizado para clasificar la obesidad
en adultos. Los valores elevados en rangos del IMC seasocian al riesgo de
mortalidad por enfermedades cardiovasculares. Un IMC >30kg/m? determina

obesidad. '?

IMC (kg/m?) Interpretacién

>18.50 Bajo peso
18.5-24.9 Normopeso
25.0-29.9 Sobrepeso
30.0-34.9 Obesidad grado 1
35.0-39.9 Obesidadgrado 2
>40 Obesidadgrado 3

Tablal. Interpretacion de IMC. Clinical Guidelines Identification, Evaluation
and Treatment of Overweight and Obesity in Adults, WHO. '?



La distribucion de grasa corporal tiene una estrecha relacion con el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares. Se hace uso del ICC (Indice Cintura Cadera) para
determinar la distribucion de grasa corporal. La siguiente tabla muestra la formula

para la obtencion del ICC, y sus pardmetros de evaluacion. '2

Circunferencia de cintura (cm)

ICC (ecm)=

Circunferencia de la cadera (cm)

Distribucion de grasa por ICC Mujer Varén
Androide >0.8 >1.0

Ginecoide <0.8 <1.0

Tabla 2. Determinacién de ICC. '2

Se ha denominado tipo androide en el cual el tejido adiposo se concentra en el area
abdominal; y ginecoide, cuando el tejido adiposo se distribuye en gliteos y
caderas. El tipo androide se correlaciona con mayor riesgo de incidencia de
enfermedades cronico-degenerativas.'* El IMC y la circunferencia abdominal se
consideran predictores de deteccion de EHGNA."SA lo largo de este trabajo se
hard uso de “EHGNA” para hacer referencia a la enfermedad hepatica grasa no

alcoholica.

4.1.2 Principales comorbilidades de la obesidad

La obesidad y el sobrepeso tienen una estrecha correlacion con enfermedades
como diabetes tipo II, dislipidemias, artritis, hipertension, cancer de colon,
) higad I Tambié incul 1 i ia a la insuli
prostata, higado, entre otros. ambien, se vincula con la resistencia a la insulina,
elemento principal para el desarrollo de EHGNA, en la cual, existe una
disminucién de la sensibilidad a la insulina en los principales tejidos blanco, como

son el tejido adiposo, el musculo, y el higado.'®



4.1.3 Disfuncion del tejido adiposo como causa de alteraciones
metabdlicas

El tejido adiposo juega un papel importante en la regulacion del balance de energia
y la homeostasis metabolica. Algunas de las caracteristicas determinantes del buen
o mal funcionamiento del tejido adiposo son su capacidad de lipolisis y

lipogénesis, el estado inflamatorio y el tipo de expansion.!’

Durante la obesidad, la incapacidad de tejido adiposo para mantener su
funcionalidad en paralelo al almacenamiento exacerbado de nutrientes provoca
resistencia a la insulina y multiples enfermedades metabdlicas. Por el contrario,
una expansion saludable de tejido adiposo mantiene e incluso puede restaurar la

sensibilidad a la insulina en todo el organismo.'®

Los pacientes que presentan resistencia a la insulina y EHGNA, muestran una
reduccién en la sensibilidad a la insulina no s6lo a nivel muscular (principal tejido
afectado), también afecta a otros 6rganos como el tejido adiposo y el higado. La
resistencia hepatica a la insulina, conlleva a cambios en el metabolismo en el

higado, favoreciendo la aparicion de esteatosis hepatica. '

Siendo el higado un 6rgano clave para el funcionamiento del organismo, y el tejido
blanco de estudio de la presente tesis, es relevante describir su anatomia y

fisiologia.



4.2 Higado: estructura y funcion

El higado tiene un papel fundamental en el metabolismo, es un 6rgano de color
rojo pardo, situado en la parte superior derecha de la cavidad abdominal, debajo
del diafragma, encima del estomago, el rifion derecho y los intestinos. En
humanos, su peso estimado es de 1400 a 1800g, aproximadamente 2% del peso

corporal de un adulto, y 5% en un recién nacido; mide 26cm de ancho y 15cm de

alto, aproximadamente. 2°

Conducto hepatico
derecho

Conducto
hepatico
izquerido

Vena porta
hepatica

Bazo
Conducto

hepatica
comun

/ Arteria
Vesicula s hepatico
biliar
Estémago
Conducto

cistico

Péncreas
Duodeno

(primera parte del
intestino delgado)

Conducto
biliar comun

Figura 2. Anatomia del higado

Esta rodeado por una capa de peritoneo visceral, tiene una cara antero-superior
convexa, la cual se encuentra en contacto con el diafragma, en ella se puede
observar el ligamento falciforme que divide los l6bulos derecho e izquierdo; y una
carapostero-inferior. En la base del higado se aloja la vesicula biliar, ésta mide
entre 7y 10 cm, y se encarga del almacén de la bilis y su liberacion hacia el

duodeno por medio del colédoco, para favorecer la digestion de lipidos. 2% 22
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LIGAMENTO FALCIFORME
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LIGAMENTO REDONDO DEL HIGADO

VESICULA BILIAR

CARA ANTERIOR DEL HIGADO
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PROPIA

CONDUCTO
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LIGAMENTO REDONDO

CONDUCTO
cisTico

LOBULO CUADRADO
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Figura 3. Anatomia del higado: caras anterior e interior. ¢!

Estd constituido por cuatro tipos celulares: hepatocitos, células endoteliales,
células de Kupffer y células estrelladas o estelares. Cada una de estas desempena
funciones distintas; los hepatocitos son las células més abundantes, conforman
aproximadamente el 80% del higado y miden en promedio 25um de diametro.>* Las
células endoteliales revisten los sinusoides, éstos son capilares hepaticos que
reciben sangre proveniente de la vena porta, y de la arteria hepatica, para
desembocarla en la vena hepatica. Las células de Kupffer son macréfagos
residentes, cuya funcion es la captacion y destruccidon de virus, bacterias, etc. Las

células estrelladas por su parte almacenan lipidos y vitamina A. 2!-2% 25

El parénquima hepatico se encuentra conformado por un conjunto de unidades de
forma hexagonal, llamadas lobulillos. Se estima que en el higado se encuentran
alrededor de 50,000 y 100,000 lobulillos. Al centro de cada unidad, se encuentra

una vena centrolobulillar, y en los extremos una triada portal, la cual se conforma
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por una rama de la arteria hepdtica, una rama de la vena porta y un conducto

biliar.?!

El higado recibe sangre rica en nutrientes y oxigeno por medio de la arteria
hepética, y sangre pobre en oxigeno a través de la vena porta, proveniente del

tracto gastrointestinal. 2

El higado realiza multiples funciones metabdlicas, digestivas, inmunoldgicas,

entre otras, las cuales son de importancia vital, 2® por ejemplo:

e Mantenimiento de la glucemia.

e Produccion de bilis (sustancia que participa en la digestion de lipidos y
transporte de desechos).

e Sintesis de proteinas plasmaticas.

¢ Eliminacidn de sustancias nocivas para el organismo.

e Metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas.

e Purificacion y regulacion del volumen sanguineo.

e Almacén de vitaminas y minerales.

e Produccion y almacén de glucogeno.

Ya que el higado desempefia un papel indispensable en el funcionamiento del
cuerpo, es importante hacer mencion de las enfermedades hepaticas mas

prevalentes, 2’ entre las cuales se encuentran:

e HepatitisBy C

e C(Cirrosis

e Hepatocarcinoma

e Esteatohepatitis alcoholica

e Enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (EHGNA)

La EHGNA es la segunda causa de enfermedad cronica del higado, después de la

hepatitis viral C. *8
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4.2.1 Higado y metabolismo de lipidos

La actividad del higado en el metabolismo es crucial para suministrar la energia
necesaria al cerebro, musculo y otros o6rganos para su adecuado funcionamiento.
Tras la ingestion de alimento, este se digiere y absorbe en el tracto gastrointestinal.
La glucosa, aminoacidos y acidos grasos resultantes de la degradacion de
carbohidratos, proteinas y lipidos, respectivamente, son transportados hacia la

circulacion para ser utilizados como energia o destinarse para almacén.?’

Los lipidos son compuestos orgénicos insolubles en medio acuoso, tienen un papel
importante en la formacion de hormonas, absorcion y transporte de vitaminas
liposolubles, asi como en el suministro y reserva energética. Las vias que integran

el metabolismo de lipidos son las siguientes:

e Lipolisis: involucra la degradacion de triglicéridos a glicerol y &cidos
grasos libres para la obtencion de energia. Se lleva a cabo en el tejido
adiposo.

e Lipogénesis: se sintetizan 4cidos grasos a través de Acetyl-CoA
proveniente de la glucdlisis. Se realiza en el tejido adiposo y en el higado.

e Beta oxidacion (B-oxidacion): en el citosol de las células hepaticas se
oxidan &cidos grasos para la formacion de Acetyl-CoA, posteriormente este
sustrato entra a la mitocondria para ser transformado en energia por medio
del ciclo de Krebs.

e C(aptura y transporte: los acidos grasos ingresan a la célula y son
almacenados o son transportados en la circulacion hacia tejidos

especificos.*

12
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Figura 4. Vias del metabolismo de lipidos. Tomado y modificado de Tértora,
2013.%°

Al haber alteraciones en el metabolismo de los lipidos, puede ocurrir una
acumulacion excesiva de triglicéridos en el higado, desarrollandose asi una

complicacion llamada esteatosis hepatica.

4.3 Esteatosis hepatica no alcohoélica.

La Enfermedad Hepatica Grasa no Alcohdlica, EHGNA o NAFLD (Non
Alcoholic Fatty Liver Disease), por sus siglas en inglés, es considerada una de las
enfermedades hepdticas con mayor prevalencia a nivel mundial'. Se caracteriza
por la presencia de esteatosis (acumulacion de triglicéridos en >5% de los
hepatocitos) sin causas alternativas, por ejemplo, el consumo excesivo de alcohol
(>30 g/dia para hombres, 20 g/dia para mujeres), virus de hepatitis C,

medicamentos o drogas. > 3!
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Se considera el componente hepatico del sindrome metabolico, el cual incluye

hiperglucemia, dislipidemias, obesidad abdominal e hipertension arterial sistémica.
32,33

Desde 1952, Zelman S, Westwater JO, Thaler H, Ludwig y cols., en sus
investigaciones, comenzaron con el desarrollo del concepto de EHGNA vy
esteatohepatitis no alcohodlica, (EHNA) al describir la existencia de grasa excesiva,
inflamacion y necrosis en el higado de personas sin consumo de alcohol.**La
EHGNA abarca un espectro evolutivo que va desde la esteatosis simple, a

esteatohepatitis, fibrosis, cirrosis y hepatocarcinoma. ¥

Se ha identificado a la resistencia a la insulina como caracteristica principal de
EHGNA. La obesidad, diabetes mellitus tipo II, hipertension, dislipidemias, entre
otras, son factores primarios de riesgo para el desarrollo de EHGNA. Como causas
secundarias para el desarrollo de dicha enfermedad, se encuentra el consumo de

drogas, cirugias y nutricion parenteral total. 323

RESISTENCIA A LA INSULINA

DIABETES OBESIDAD

ESTEATOSIS

Figura 5. La resistencia a la insulina como caracteristica principal de
EHGNA. 3

La genética, el ambiente social, la edad, el género, las disfunciones endocrinas
tales como hipotiroidismo y ovario poliquistico, son factores que influyen en el
aumento de la prevalencia de EHGNA. El grupo étnico de procedencia es también
un factor de riesgo, de acuerdo a un estudio realizado por Jeffrey D. y cols. 2004,

los hispanos y asiaticos presentan mayor riesgo que la poblacién afroamericana.
32,37
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4.3.1 Prevalencia y diagnostico de EHGNA

La prevalencia de EHGNA es variable de acuerdo a la poblacion. En general, a
nivel mundial se ha determinado una prevalencia entre 6% y 33% con una
mediana de 20%. Afecta al 30%-40% de los hombres y 15%-20% de las mujeres.

En México se ha estimado una prevalencia cercana al 26%. 2

El diagnéstico de EHGNA requiere la exclusion del consumo diario de alcohol,
>30 g/dia para hombres, y >20 g/dia para mujeres.’® Existen estudios de imagen
para realizar el diagnostico de EHGNA, como son el ultrasonido, la imagen por
resonancia magnética, la tomografia axial computarizada; sin embargo, el estandar
de oro para diagndstico de EHGNA es la biopsia hepatica ya que permite evaluar
la severidad del dafio hepatico, el grado de esteatosis, inflamacion y la presencia
de fibrosis.* Histologicamente, el HGNA se clasifica de acuerdo al grado de

esteatosis. La siguiente figura muestra un ejemplo de estos.

K '.‘"
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Figura 6. Grados de esteatosis hepatica. La EHGNA se clasifica de acuerdo a
los grados de esteatosis. Grado 0:<5%, grado 1: 5-33% Grado 2:>33%-66%.
Grado 3: >66% .*° Imagen tomada de Goodman, 2014, *°
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El higado graso no alcoholico puede ocurrir como a) esteatosis simple, b)
esteatosis con inflamacién lobular o portal, sin balonizacion en hepatocitos, o c)

esteatosis con balonizacion pero sin inflamacion.*°

Se estima que para el afio 2030, la EHGNA ser4 la causa principal de trasplante de
higado.*! La obesidad es uno de los principales factores para el desarrollo de
EHGNA. Los paises que presentan mayor prevalencia de obesidad, estdn
predispuestos a tener mayor incidencia de EHGNA.** En las Gltimas tres décadas
su prevalencia ha aumentado y su velocidad de incremento ha sido una de las mas
altas a nivel mundial,! por ello la importancia de conocer los mecanismos

relacionados con el desarrollo de dicha enfermedad.

4.3.2 Patogénesis de EHGNA

Como se describio anteriormente, la EHGNA se caracteriza por la acumulacion de
lipidos en los hepatocitos. Esta puede ocurrir a través de cuatro mecanismos: 1)
aumento en la captacion de acidos grasos libres, 2) incremento en la lipogénesis de
novo, 3) disminucion de la oxidacion de lipidos, y 4) disminucion en la secrecion

de proteinas de muy baja densidad.*’

I Insulin || Glucose |

M Triglycerides K

Figura 7. Mecanismos que contribuyen a la esteatosis hepatica. Imagen tomada
de Berlanga A. 2014. *
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Para explicar los mecanismos que contribuyen a la acumulacion hepatica de
triglicéridos se ha desarrollado la hipotesis de “Two-Hit” o doble impacto. El
primer “hit” se refiere a la acumulacion de grasa en el higado a causa de la
resistencia a la insulina (RI); la RI es un factor de suma importancia en la

patogenia de EHGNA.!®

PRIMER HIT

RESISTENCIA A LA
INSULINA

EHGNA

Figura 8. Primer Hit de EHGNA. ¢

En esta condicidn, la lipolisis excesiva en el tejido adiposo aumenta la circulacion
de &cidos grasos en el plasma, incrementando asi la sintesis de novo y la captacion
de AGL en el higado; esto favorece el desarrollo de esteatosis hepatica.
Adicionalmente, la disminucion de la sensibilidad a la insulina produce
hiperinsulinemia, la cual en el hepatocitoaumenta la gluconeogénesis y la

captacion de AGL.!6-3

El segundo “hit” se refiere al exceso de AGL y su consecuente contribucion a la
generacion de Radicales Libres de Oxigeno (RLO), causando peroxidacion

lipidica.

Los RLO inducen la liberacion de citosinas proinflamatorias por las células de
Kupffer, como TNF-a, TGF-bl (participa en la sintesis de colageno), e IL-8. El
HNE (4-hidroxinonenal) y MDA (malonildialdehido) son productos finales de la

peroxidacion lipidica, y estan implicados en la lesion hepatica. El conjunto de los
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mecanismos mencionados favorecen a la evolucion de la simple esteatosis hacia

fibrosis y cirrosis hepatica. 3

ESTEATOSIS
SEGUNDO HIT
E-stre.s Liberacion
oxidativo e
de citocinas:
v TNF-a, TGFB,
Peroxidacion IL-8, leptina
lipidica:
MDA, 4HNE l

v

Necrosis, apoptosis,
inflamacion, fibrosis.

Figura 9. Segundo Hit de EHGNA. Se caracteriza por inflamacion, necrosis y
fibrosis. 163

4.4 Desarrollo de EHGNA en el embarazo y la lactancia

La EHGNA puede originarse desde etapas tempranas de desarrollo, como por
ejemplo, la lactancia. El ambiente nutricional durante la gestacion, la lactancia y la
infancia, son periodos criticos para el desarrollo del neonato. Diversos estudios
han demostrado que la obesidad materna durante la lactancia y el embarazo,

induce resistencia a la insulina, obesidad y EHGNA en las crias.*> 4647

La alimentacion materna durante la gestacion y el periodo de lactancia, puede
predisponer a las crias al desarrollo de enfermedades cardiovasculares vy
metabdlicas en la vida adulta. Esto se traduce como “programacion del

desarrollo”, donde factores como obesidad, edad, genética y la exposiciéon a un
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ambiente inadecuado antes del nacimiento o en la infancia temprana, contribuyen a

la susceptibilidad del desarrollo de EHGNA. *

Desarrollo temprano

Factores Programacion
ot del desarrollo y

geneticos L
Estilo de Obesidad
vida ’
Dieta X
obesogénica /

6 )

=)

. s

2JLS

Figura 10. Desarrollo de EHGNA en el contexto de la programacion del
desarrollo. Imagen tomada y modificada de Minglan Li, 2015.4

La ingesta excesiva de grasas por las madres durante el embarazo y la lactancia
tiene efectos adversos en el metabolismo de las crias; los cuales pueden observarse
desde edad temprana; por ejemplo a las 3 semanas de edad. Al respecto, Huang Y.
y cols., 2017, en un modelo animal reportaron que las crias que fueron alimentadas
por madres en dieta alta en grasas durante el embarazo y la lactancia, presentan

mayores niveles de triglicéridos en higado al finalizar la lactancia.*®

En especial en la lactancia, De los Rios. y cols., 2018, reporté que la alimentacion
materna alta en grasas aumenta los niveles de TAG hepaticos en las crias. Este
estudio también demostrd que el tratamiento de las madres o de las crias con

prolactina previene la acumulacién de TAG en el higado de las crias.*
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Esto sugiere que la prolactina puede tener un efecto en el metabolismo hepatico de
las crias, y especificamente en la prevencion de la acumulacion de TAG inducida
por una dieta materna alta en grasas durante la lactancia. A continuacion se

describen brevemente algunos aspectos de la prolactina.

4.5 Prolactina: generalidades

La prolactina (PRL) es una hormona polipeptidica de 23 kDa conformada por 199

aminodcidos, secretada principalmente por los lactotropos de la glandula pituitaria

anterior.”’

Células D
o~
neurosecretoras "/,}. ‘

Lébulo anterior
de la hipdfisis

Figura 11. Sintesis de prolactina en la glandula pituitaria anterior. Imagen
tomada y modificada de Tortora, 2013.%°

Esta hormona tiene un papel fundamental en la lactancia y la reproduccion,
participa en el crecimiento y desarrollo, en el mantenimiento del balance
electrolitico, en el metabolismo y en la regulacion del sistema inmune. Ademas de
su sintesis en la glandula pituitaria anterior, existen otros 6rganos, cé€lulas y tejidos

en los que la prolactina se secreta y expresa, como son la glandula mamaria,
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testiculos, ovarios, entre otros. Ademas, los receptores para esta hormona (PRLR)

se expresan en practicamente todos los 6rganos y tejidos del organismo. >!

4.5.1 Receptor de prolactina y sefializacion

Los receptores de prolactina forman parte de la familia de receptores de citocinas
tipo I. En humanos el gen codificante del receptor de PRL (PRLR) se sittia en el
cromosoma 5, sus isoformas son extracelular, intracelular y transmembranal. La
interaccion prolactina-receptor ocurre en dos pasos: la prolactina inicia la
dimerizacion del receptor mediante la unidon con su primer dominio, conocido
como complejo HI:R1, el cudl induce la interaccion del sitio de unidén 2 con un
segundo receptor de PRL, formando el complejo hormona-receptor H1:R2

activo.’> >4

Al ocurrir la union de la prolactina con su receptor, consecuentemente se activan
JAK2 y SRC, proteinas tirosinascinasas, las cuales al ser activadas desencadenan
una serie de seflales intracelulares, como la fosforilacion de los factores de

transcripcion STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription). °!

4.5.2 Efectos de la prolactina en el metabolismo

Mientras que la accion primaria de la PRL es en la gldndula mamaria, esta
hormona a niveles fisioldgicos, estimula la proliferacion y supervivencia de las
células beta y la secrecion de insulina, y promueve la sensibilidad a la insulina en
el higado.” Interesantemente, los niveles de PRL circulante se encuentran
disminuidos en pacientes con obesidad, resistencia a la insulina, intolerancia a la
glucosa, diabetes tipo 2, e higado graso, lo que sugiere que la disminucion en la
sefalizacion de PRL estd involucrada en dichas alteraciones metabolicas. En
apoyo a esta idea, el tratamiento con PRL en ratas obesas, que ademas presentan
bajos niveles de PRL sérica, aminora la resistencia a la insulina y promueve la

expansion saludable del tejido adiposo.*
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Los receptores de PRL (PRLR) se expresan en células adiposas de humanos, ratas
y ratones asi como en el higado, 6érgano que presenta la mayor expresion de
PRLR.? La PRL favorece la regeneracion del higado tras una lesién o cirugia

hepatica, ademas de estimular la sensibilidad a la insulina hepética. 7*

Los ratones carentes del receptor de PRL (Prlr-/-) en condiciones de obesidad
desarrollan alteraciones metabodlicas exacerbadas en la etapa adulta, tales como
intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina e hipertrofia de los adipocitos.*
Ademas, los ratones Prlr-/- presentan la apariencia de mayor higado graso (Ruiz-
Herrera et al., resultados no publicados), sin embargo este fenotipo se ve
enmascarado por el hecho de que estos ratones son mas obesos que su contrapartes
silvestres (Prlr+/+) cuando son alimentados por una dieta obesogénica, lo que hace
dificil disociar si el higado graso se debe a la falta de los receptores de PRL o si
este fenotipo es secundario al desarrollo de mayor obesidad. Por lo anterior,
decidimos investigar el efecto de la falta del receptor de PRL en ratones
postnatales, al terminar la lactancia, esperando que en esa etapa no hubiera

diferencias en el peso corporal.

4.5.3 Acciones de la prolactina en la lactancia: metabolismo del lactante

Se ha demostrado que el tratamiento con prolactina previene la acumulacion de
TAG en el higado de crias alimentadas por madres en dieta alta en grasas durante
la lactancia. En este estudio, se aliment6 a las madres con una dieta obesogénica y
se las tratd con prolactina, por medio de bombas osmdticas liberadoras de la
hormona, o a las crias de manera oral, durante la lactancia; ambos tratamientos
redujeron los niveles de TAG en el higado de las crias, asi como la acumulacion de

grasa visceral, ademas de incrementar la sensibilidad a la insulina en las crias.*

Esto sugiere que la prolactina regula el metabolismo hepatico de los lipidos en
condiciones de obesidad inducida por una dieta materna alta en grasas durante la

lactancia, lo cual da lugar a nuestra hipotesis.
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V.  HIPOTESIS

Los ratones lactantes carentes del receptor de prolactina (Prlr-/-) son mas
susceptibles a desarrollar higado graso que los ratones silvestres (Prlr+/+), en

respuesta a una alimentacién materna obesogénica.
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VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general:
Evaluar si la ausencia de la accion de la prolactina favorece el desarrollo de higado

graso en crias lactantes, alimentadas por madres en dieta control y obesogénica

durante la lactancia.

6.2 Objetivos especificos:
Evaluar en ratones Prlr-/- y Prlr+/+ al dia postnatal 21 (fin de la lactancia),

provenientes de madres alimentadas durante la lactancia con una dieta control u

obesogénica:
1) El peso corporal y el peso del higado
2) La morfologia hepatica
3) La concentracion de triglicéridos en higado

4) La expresion de genes involucrados en la funcién metabolica del higado
mediante qPCR (lipogénesis, captacion de 4cidos grasos, P-oxidacion,

inflamacion).
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VII. METODOLOGIA

7.1 Tipo de estudio y diseiio metodolégico:

Se realizd un estudio de tipo experimental, longitudinal y prolectivo, el cual
consistié en un modelo in vivo, realizado durante la etapa de lactancia y bajo
condiciones obesogénicas a través del consumo materno de una dieta alta en
grasas durante todo el periodo, con la finalidad de evaluar si la carencia del
receptor de PRL podria tener implicaciones sobre el fenotipo de las crias

provenientes de madres bajo la alimentacién alta en grasa.

7.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron 20 ratones hembra heterocigotas (Prlr+/-) de la cepaC57BL/6, las
cuales fueron apareadas con ratones macho de la misma cepa carentes del
receptor de PRL (Prlr-/-) o silvestres (Prlr+/+), para la obtencion de crias con
ambos genotipos. Posteriormente al iniciar la lactancia (dia postnatal 1), las
madres fueron alimentadas con dieta control (DC) o con dieta alta en grasa
(DO) durante todo el periodo de la lactancia que dura 21 dias (Fig.12). En
todo momento estos animales se mantuvieron con agua y comida ad libitum,
temperatura controlada 21-23°C, en grupos de 2-5animales por caja, y con ciclo
luz-oscuridad normal de 12-12 horas. El grupo de animales DO se sometio a
una dieta con 60% de grasas (Researc Diets D12492) durante los 21 dias de

lactancia, al concluir esta etapa fueron sacrificados.
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Figura 12. Estrategia experimental

7.3 Material
7.3.1 Dietas
Se utilizaron las siguientes dietas durante el periodo de lactancia:

Dieta control | Dieta alta
en grasas
Ingrediente Kcal % Kcal%
Proteinas 28 20
Lipidos 13 60
Carbohidratos 58 20
Total Kcal/g 4.9 5.24

Tabla 3. Composicion de las dietas




7.3.2 Reactivos y consumibles:

Reactivo/Consumible No. de Marca
catalogo

Dieta control (CD) 5001 Labdiet
Dieta alta en grasa (HFD) 12492 Researchdiets
SYBR Green/Rox qPCR Master Mix K0221 Thermo Fisher
Trizol Reagent 15596018 | Invitrogen
Vectashield con DAPI H-1200 Vector Laboratories
High-Capacity cDNA Reverse 4368814 Applied Biosystems
Transcription Kit
Triglyceride Colorimetric Assay Kit 10010303 | Cayman Chemical

Tabla 4. Reactivos y consumibles

7.4 Procedimientos
7.4.1 Evaluacion de la ganancia de peso y peso del higado

Se determino la ganancia de peso corporal de las crias mediante la diferencia entre
la medicion de su peso corporal en el dia 4 y el dia 20 de la lactancia. En el dia 21
de la lactancia, las crias fueron sacrificadas por inhalacion con CO,, para
posteriormente obtener una muestra de sangre por decapitacion, la cual fue
centrifugada para la obtencion de suero, mismo que se almacené a -70°C para las
determinaciones bioquimicas posteriores. Asi mismo, se extrajo el higado de las
crias e inmediatamente se congelo en nitrégeno liquido y se almacend a una
temperatura de -70° para posteriores determinaciones de su morfologia y
funcionalidad.

7.4.2 Cuantificacion de los niveles de TAG en higado
Para la cuantificacion de TAG en higado, se pesaron 200mg de tejido congelado
de cada animal a los 21 dias de la lactancia, y se procedié con el protocolo del
fabricante Triglyceride Colorimetric Assay Kit No. 10010303, Cayman (Anexo 1).
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7.4.3 Histologia del higado
El higado extraido de las crias fue fijado en formalina al 10%, para después ser
deshidratado y fijado en parafina. Posteriormente se realizaron cortes de 3 pm en
microtomo, se colocaron en portaobjetos (Anexo 2) y posteriormente se tifieron
con hematoxilina-eosina, o con faloidina.

7.4.4 Hematoxilina-eosina
Una vez que se fijaron los cortes de higado en los portaobjetos, se tifieron con
hematoxilina-eosina para posteriormente observarse al microscopio (Anexo 3).

7.4.5 Tincion de faloidina
Una vez que se fijaron los cortes de higado en portaobjetos, se tifieron con
faloidina para posteriormente observarse al microscopio (Anexo 4).

7.4.6Extraccion de RNA
Se extrajo el RNA del higado de las crias por método de Trizol (Anexo 5).

7.4.7 Cuantificacion de RNA
Posterior a la extraccion de RNAse realizd la lectura de las absorbancias a las
longitudes de onda 260 y 280nm en espectrofotdémetro Nanodrop No (Anexo 6).

7.4.8 Sintesis de cDNA
Se realiz6 la sintesis de DNA complementario por medio de un kit de
retrotranscripcion, Applied Biosystems No (Anexo7).

7.4.9 Expresion de genes relacionados con el metabolismo hepatico de
lipidos por RT-PCR

Mediante la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) se
determind la expresion de genes relacionados con la funcién metabolica del higado
de las crias al dia 21, como de lipogénesis, captura de acidos grasos y de P-
oxidacion. Los productos fueron detectados y cuantificados con la reaccion de
Maxima SYBR Green / ROX qPCR Master Mix en una reaccion final de 10 pL
conteniendo el templado y los oligos de cada uno de los genes evaluados a una
concentracion de 0.5 uM:CypA, Ppargcla, Sirtl, Ppara, Cd36, Cptla, Fasn, Scdl,
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G6pc, Mlxipl. La amplificacion se realizé en un RT-PCR usando un protocolo de
10 min de desnaturalizacion a 95°C, seguido de 35 ciclos de amplificacion (10 seg
a 95°C, 30 seg a la temperatura de alineacion de los oligos, y 30 seg a 72°C). La
expresion de los genes relacionados con la funcion metabdlica del higado fueron
normalizados con el gen casero CypA (Anexo 8).

Secuencias de los oligos

Nombre Sentido Antisentido Temperatura de
alineacion °C

CypA TGGGGAGAAAGGATT TTTGCCATGGACA 60.2
TGGCT AGATGCC

Ppargcla GCATGGTGCCTTCGC | TGGCATCTCTGTGT 535
TGA CAACCATG

Sirtl CAGTGTCATGGTTCC | CACCGAGGAACTA 60.3
TTTGC CCTGAT

Ppara TCGCGTACGGCAATG ATCCCCTCCTGCAA 63.7
GCTTTAT CTTCTCAA

Cd36 GAATGGGCTGTGATC  ACGTCATCTGGGTT 60.3
GGAAC TTGCAC

Cptla ATCCCTAAGCAGTGC | CATCATGGCCAGC 60.0
CAGTT ACAAAGT

Fasn TCTGTGCCCGTCGTCT A GGAGGTATGCTCG 60.0
ATAC CTTCTCT

Scdl ACTGAACACGGTCAT | TGGTGGTGGTCGT 60.0
CCCAT GTAAGAA

Gopc TGACTGTCTCTCACA | AGAATCCTGGGTC 57.6
CCACC TCCTTGC

ChREBPIc CTCAACGCTGCCATC @ ATGAGGATGCTGA 60.3
AACTT ACACCCA

Tabla5. Secuencias de oligonucleotidos
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7.5 Instrumentos

Equipo Modelo Marca
RT-PCR CFX96 Bio-Rad Laboratories
Espectrofotometro (Varioskan) 5250030 Thermo Scientific
Micropipetas SL- Rainin

1000XLS+,

SL-

200XLS+,

SL20XLS+,

SL-10XLS+
Polytron D1000 Benchmark scientific
Navajas perfil alto y bajo 818, 819 Leica
Porta objetos 48311-703 VWR
Microtomo RM212SRT | Leica
Baio de flotacion HI1210 Leica
Plancha (cortes) MH6616X1 | Thermoscientific
Balanza BP121S Sartorius
Centrifuga Allegra6R BeckmanCoulter
Microcentrifuga S415R Eppendorf
Microscopio BX60 Olympus

Tabla 6. Instrumentos

7.6 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media =+ el error estandar (EE) de cada factor
en los grupos experimentales. Asimismo, se realizo el analisis de varianza
(ANOVA) correspondiente, con el fin de determinar los cambios estadisticamente
significativos, y se realizd un analisis de comparacion de medias aplicando la
prueba de Tukey utilizando un intervalo de confianza del 95%.

7.8 Consideraciones éticas y legales

Todos los procedimientos en los animales fueron aprobados por el Comité de
Bioética del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de
México (Protocolo 075) y cumplieron con la Guia para el cuidado y uso de
animales de laboratorio (National Institutes of Health (NIH). (Anexo 10)
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VIII. RESULTADOS

8.1 Evaluacion del peso corporal

Al terminar los veintiin dias de la lactancia, se evalu6 el peso corporal de los
animales. Las crias de ratones Prlr-/- presentaron un peso corporal menor en
comparacion con los ratones silvestres_cuando fueron alimentados por madres que
consumieron una dieta control, mientras que esta diferencia de pesos no fue
estadisticamente diferente entre los grupos de animales que fueron alimentados por

madres que consumieron una dieta obesogénica (Figura 13).

Se observo que los animales Prir+/+ fueron 26% mas pesados en DO (HFD) que
sus contrapartes en DC, mientras que en los Prlr-/- esta diferencia fue del 33%
(Figura 13).Es decir que el incremento en el peso corporal en respuesta a la dieta

obesogénica fue similar para ambos genotipos.
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Figura 13. Los ratones Prlr-/- presentan un peso corporal menor que los
Prir+/+ en una DC. Evaluacién del peso corporal al término de la lactancia (Dia
21), Prlr+/+ DC y DO n=4, Prlr-/- DC n=5, DO n=7. n= 4-9. Promedios +/- E.E.
P*<0.05, p** <0.01, p***<0.001.
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8.2 Evaluacion del peso del higado

Se observo que los ratones Prlr-/- presentaron un peso_del higado 26.4% menor en
comparacion con los ratones silvestres, cuando fueron alimentados por madres en
dieta control. Sin embargo, esta diferencia se perdid cuando los animales fueron
alimentados por madres en dieta obesogénica, ya que el higado presentd un peso
idéntico_al de los animales Prlr+/+ en la misma dieta (Figura 14). Este resultado
indica que comparados con los ratones Prlr+/+, los animales Prlr-/- tuvieron una
respuesta mayor a la dieta obesogénica, en cuanto al crecimiento del higado. Ante
la dieta obesogénica, los ratones silvestres presentaron un peso del higado 23%
mayor que sus contrapartes en dieta control, mientras que los ratones Prlr-/- en una
dieta obesogénica tuvieron un higado 67% mas pesado que sus pares en dieta

control (Figura 14).
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Figura 14. Los ratones Prir-/- presentan un incremento mayor en el peso del
higado en comparacion con los Prlr+/+ en respuesta a una DO. Evaluacion del
peso del higado al término de la lactancia (Dia 21), Prlr+/+ DC y DO n=4, Prlr-/- DC
n=5, DO n=7. Promedios +/- E.E. P*<0.05.
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Esto se aprecia con mayor claridad al normalizar el peso del higado respecto al
peso corporal. En animales silvestres, en ambas dietas la proporcion del peso del
higado entre el peso corporal es similar, de alrededor del 4.9%, es decir que no hay
un incremento en esta proporcion en respuesta a una dieta obesogénica. En
contraste,_en los animales Prlr-/- se observa que la proporcidon peso del higado
entre peso corporal es menor que en los animales silvestres, siendo del 4.1%
cuando los animales son alimentados con una dieta control, mientras que en los
animales en dieta obesogénica la proporcion es del 5.2%, es decir se incrementaen
un 26.8% en respuesta a una dieta obesogénica (Figura 15). Lo que quiere decir
que el higado de los ratones Prlr-/- es més sensible a la dieta obesogénica, ya que

crece mas que el de los ratones silvestres.
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Figura 15. Peso del higado normalizado con el peso corporal. Normalizacion
peso higado/peso corporal al término de la lactancia (Dia 21), Prlr+/+ DC y DO
n=4, Prlr-/- DC n=5, DO n=7. Promedios +/- E.E. P*<0.05, p** <0.01.
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8.3 Analisis histolégico del higado

Para analizar la morfologia del higado se realizaron procesos histologicos de
acuerdo a protocolos correspondientes (Anexo 2). Se hizo uso de la tincién de
hematoxilina-eosina, la cudl al tefiir los ntcleos de azul-violeta y el citoplasma

rosa, favorece a la distincion de la morfologia celular.

En el analisis histologico se observo que en una dieta control los ratones Prlr-/-
presentaron hepatocitos con citoplasma blanquecino, especialmente en areas peri-

vasculares, caracteristica no visible en los animales silvestres (Figura 16).

Dieta control

Prlr +/+

Figura 16. Los animales Prlr-/- presentan alteraciones en la histologia del
higado en dieta control. Al término de la lactancia (dia postnatal 21), el higado de
los ratonesPrlr+/+ (paneles superiores) o Prir-/- (paneles inferiores) alimentados
por madres en una dieta control, fue procesado en cortes histologicos de 3um de
grosor, que fueron tefiidos con hematoxilina-eosina.
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En una dieta obesogénica, se observaron areas blanquecinas en los hepatocitos en
ambos grupos, aparentemente con mayor proporcion en los animales Prlr-/-
(Figura 17). En los animales silvestres se observaron hepatocitos con mayor
homogeneidad en el citoplasma, mientras que en los animales Prlr-/-,
aparentemente la mayoria de los hepatocitos presentan areas blancas en su
citoplasma. Dicha caracteristica podria corresponder a la acumulacion de gotas

lipidicas dentro de los hepatocitos.

Dieta obesogénica

Prlr +/+

Figura 17. Histologia de higado en dieta obesogénica. Al término de la
lactancia (dia postnatal 21), el higado de los ratones Prlr+/+ (paneles superiores) o
Prlr-/- (paneles inferiores) alimentados por madres en una dieta alta en grasas o

obesogénica, fue procesado en cortes histologicos de 3um de grosor, que fueron
tefiidos con hematoxilina-eosina.
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8.4 Cuantificacion de triglicéridos en higado

Para evaluar si efectivamente las areas blanquecinas correspondian a una mayor
acumulacion de grasa en el higado, se realiz6 la cuantificacion de triglicéridos
conforme al protocolo correspondiente (Anexo 1). Se observo_que los animales
Prlr-/- presentaron niveles mas elevados de triglicéridos en el higado en
comparacion con los animales silvestres en una dieta control, lo que concuerda con
lo observado en las histologias (Figura 18).
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Figura 18. Los animales Prir-/- presentan niveles mas elevados de TAG que
los Prir+/+, en dieta control. Evaluacion de los niveles de triglicéridos en higado
al término de la lactancia (dia 21), Prlr+/+ DC y DO n=4, Prlr-/- DC n=5, DO n=7.
Promedios +/- E.E. P*<0.05, p**<0.01.

En una dieta obesogénica se incrementan dramaticamente los niveles de
triglicéridos en ambos genotipos. En animales Prlr-/- se esperaba observar niveles
de TAG mas elevados en comparacion con animales silvestres, pero no fue el caso.
Pensamos que se debe a que el reto de la dieta obesogénica es maximo, es decir,

que no es posible tener mayor acumulacién de TAG (Figura 18).
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8.5 Evaluacion de la expresion de genes del metabolismo hepatico de
lipidos

Evaluamos si las alteraciones_observadas en el peso, histologia, y acumulacion de
triglicéridos en el higado, van de la mano con cambios en la expresion de genes
del metabolismo hepatico por medio de qPCR (Reaccion de la cadena de

polimerasa) en tiempo real, de acuerdo al protocolo correspondiente.

Como se mencion6 anteriormente, la acumulacion hepatica de lipidos puede
llevarse a cabo por distintos mecanismos: lipogénesis de novo, captacion de acidos

grasos libres y disminucion de la oxidacion de lipidos.

Analizamos la expresion de genes involucrados en la via de lipogénesis de novo:
Fasn (fatty acid synthase), Chrebp (Carbohidrate receptor bindin gprotein), Scd1l
(Stearoyl-CoA desaturase-1), y gluconeogénesis: G6pc (Glucose 6phosphatase).Se
observé que el higado de los animales Prlr-/- muestra menor expresion de Fasn en
dieta control en comparacion con los animales silvestres. En los animales Prir+/+
se reduce la expresion de Fasn en respuesta a la dieta obesogénica, mientras que en
los animales Prlr-/- no se observa esta reduccion (Figura 19), probablemente

porque la expresion ya se encuentra reducida debido a la dieta obesogénica.
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Figura 19. La expresion de genes lipogénicos estd disminuida en animales
Prlr-/-.Expresion relativa de fatty acid synthase, Chrebp: Carbohidrate responsive
element binding protein, Scdl: stearoyl-Coenzyme A desaturasel, G6pc: glucosa 6
fosfatasa, al término de la lactancia (dia 21), Prir+/+ DC y DO n=4, Prlr-/- DC
n=5, DO n=7 Promedios +/- E.E. P*<0.05, p**<0.01.

En la expresion de Chrebp (Carbohidrate responsive element binding protein)
involucrado en la sintesis hepatica de 4cidos grasos, no se observaron diferencias
entre genotipos. Sin embargo, en los animales Prlr-/-, la expresion de Chrebp
aumenta en respuesta a una dieta obesogénica, lo que no se observa en los

animales Prlr+/+.

En la expresion de Scdl (Stearoyl-CoA desaturase-1) una enzima limitante en la
formacion de acidos grasos, observamos que los animales Prlr-/- presentan una
menor expresion en comparacion con los animales silvestres en una dieta control,
mientras que en una dieta obesogénica la expresion de Scdl aumenta en los

animales Prlr-/- pero no cambia en los Prlr+/+.

Se analiz6 la expresion de G6pase (Glucose-6-phosphatase), enzima que participa
en la gluconeogénesis, observamos que en los animales Prlr -/- se reduce su
expresion en dieta control, en comparacion con los ratones silvestres. En una dieta
obesogénica, se observod un incremento en la expresion de esta enzima en los

animales Prlr-/-, mientras que en los animales Prlr+/+ la expresion no cambid.
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En el andlisis de los genes de la via de lipogénesis se observa que en una dieta
control, la expresion de genes de esta via se encuentra disminuida en los animales
Prlr-/-. Por lo que la mayor acumulacion de acidos grasos en el higado de los
animales Prlr-/- en dieta control, no se explica por un incremento en la expresion
de los genes de la via de lipogénesis. Estos resultados sugieren que en animales
Prlr-/- el metabolismo de 4cidos grasos se encuentra alterado, y que la prolactina

es necesaria para regular esta funcion.

Posteriormente, se analizo la expresion de CD36 (cluster of diferentiation 36), un
transportador clave en la captacion hepatica de acidos grasos. Si bien se observo
un incremento significativo en la expresion de Cd36 ante la dieta obesogénica en
ambos genotipos, no se observaron diferencias significativas entre genotipos, ya
que el cambio en la expresion fue igual en ambos grupos en dieta control y dieta
obesogénica (Figura 20).
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Figura 20.La expresion del transportador de acidos grasos CD36 no cambia
entre genotipos. Expresion relativa al término de la lactancia (dia 21), Prir+/+ DC
y DO n=4, Prlr-/- DC n=5, DO n=7. Promedios +/- E.E. P*<0.05, p**<0.01.

39



También se analizo la expresion de genes involucrados en la via de B-oxidacion:
Pgcla (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha),
Sirtl (Sirtuin-1 deacetylase), Ppara (peroxisome proliferator activated receptor-

alpha), Cptla (Carnitine Palmitoyltransferase-1a) (Figura 21).

En el andlisis de Pgcla, no observamos diferencias en dieta control entre
genotipos. Sin embargo, los animales Prlr-/- mostraron una menor expresion de
Pgcla en dieta obesogénica en comparacion con los animales en dieta control,

mientras que en los animales silvestres no se observan diferencias entre dietas.

En la expresion de Sirtl no se observaron diferencias entre genotipos en ambas
dietas. Sin embargo, los animales Prlr-/- mostraron un incremento en la expresion
de este gen en respuesta a la dieta obesogénica, cambio que no se observé en los

animales Prlr+/+.

En cuanto a la expresion de Ppara; no se observaron diferencias entre genotipos
en ambas dietas, pero los animales Prlr-/- mostraron un incremento significativo en
la expresion de Ppara al ser alimentados con la dieta obesogénica, mientras que en
los animales Prlr+/+ a pesar de que se ve la misma tendencia a incrementarse, este

cambio no fue estadisticamente significativo. (Figura 21)
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Figura 21. Cambios en la expresion de genes de la -oxidacion entre ratones
Prir-/- y Prlr+/+. Expresion relativa al término de la lactancia (dia 21). Pgcla
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha), Sirtl
(Sirtuin-1 deacetylase), Ppara (peroxisome proliferator activated receptor-alpha),
Cptla (Carnitine Palmitoyltransferase-1a). Prlr+/+ DC y DO n=4, Prlr-/- DC n=5,
DO n=7.Promedios +/- E.E. P*<0.05, p**<0.01.

CPTla es una enzima limitante en la via de oxidacion de acidos grasos. No se
observaron diferencias entre genotipos en dieta control y dieta obesogénica, pero si

un aumento en la expresion de este gen en respuesta a la dieta obesogénica.

Ademas del analisis en los genes descritos, se analizd la expresion de otros
involucrados en el metabolismo hepatico de lipidos e inflamacion: Srebp-1, Lxra,
Acc, Pepck, I11b, Tnfa, en los cuales no se observaron diferencias significativas.
Al no observar diferencias significativas en la expresion de marcadores clave de
inflamacién, se sugiere que las alteraciones observadas en las histologias no son

mediadas por inflamacion.
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8.6 Cuantificacion de DNA
Como se mencion6 anteriormente, se observo un incremento desproporcional en el

peso del higado en los animales Prlr-/- en respuesta a la DO, se comprobd que
dicho incremento no se debe a una mayor acumulacion de triglicéridos. Nos
preguntamos qué podria explicar este fenomeno si no es debido a una mayor
acumulacion de triglicéridos. Sugerimos que podria haber menor cantidad de
hepatocitos, cada uno con mayor cantidad de triglicéridos, es decir hepatocitos
hipertroficos. Para analizar esta posibilidad, se realizé la cuantificacion de DNA al
dia 21 de la lactancia con el fin de normalizar la cantidad de triglicéridos en el
higado entre la concentracion de DNA (como un parametro de nimero de células)

(Anexo 9).

Observamos que la cantidad de DNA total en higado es similar entre genotipos en
ambas dietas (Figura 22). Esto ocurre de igual manera al normalizar la cantidad de
TAG por DNA total en higado (Figura 23). Esto sugiere que no hay menor

cantidad de células en el higado de los animales Prlr-/-.
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Figura 22. El total de DNA en higado no es diferente entre genotipos._La
determinacion se realizo al término de la lactancia (dia 21), Prir+/+ DC y DO n=4,
Prlr-/- DC n=5, DO n=7.Promedios +/- E.E. P*<0.05, p**<0.01.Promedios +/-
E.E. P*<0.05, p**<0.01.
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Figura 23. Normalizacion de triglicéridos/DNA en higado. La determinacion se
realizo al término de la lactancia (dia 21), Prlr+/+ DC y DO n=4, Prlr-/- DC n=5,
DO n=7.Promedios +/- E.E. P*<0.05, p**<0.01. Promedios +/- E.E. P*<0.05,
p**<0.01.

Haciendo énfasis en que los animales Prlr-/- en DC presentaron un peso menor en
higado respecto a los silvestres, al hacer este andlisis obtuvimos que la cantidad de

DNA es igual al de los Prir+/+.

No obstante, se debe tomar en cuenta que se cuantifico el DNA total que
corresponde a_todos los tipos celulares del higado, entre los cuales se incluyen
ademas de hepatocitos, células endoteliales, inmunes, entre otras, por lo que no

podria concluirse que no hay menor cantidad de hepatocitos en este grupo.
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8.7 Tincion con faloidina

Por medio de la cuantificacion de DNA obtuvimos que la cantidad de DNA total
en el higado de los animales Prlr-/- y Prlr+/+ es similar, lo cual no explica que el
menor tamafio del higado de los animales Prlr-/- se deba a un nimero menor de
células, sin embargo podria deberse a proporciones distintas entre los diversos

tipos celulares.

Se sabe que la prolactina estimula la proliferacion de los hepatocitos, lo que
sugiere que el menor peso del higado de los animales Prlr-/- en DC podria ser
debido a una menor proliferacion de hepatocitos. Ante el reto de la dieta
obesogénica y la falta de sefializacion de prolactina, los ratones Prlr-/- podrian
tener menos hepatocitos y de mayor tamafo, alcanzando los mismos niveles de

TAG que los animales silvestres pero en una menor cantidad de células.

Para tratar de analizar esta hipdtesis se realizo la tincion con faloidina. La faloidina
se utiliza para tefir filamentos de actina que conforman el citoesqueleto, el cual se
extiende en el citoplasma celular, permitiendo distinguir a las células. Este
procedimiento se realizé con el propdsito de medir el tamafio de los hepatocitos vy,
posteriormente hacer una normalizacion de la cantidad de TAG entre el tamaiio de

los hepatocitos, para determinar qué cantidad de TAG existen por célula.

En los animales silvestres en DC, observamos homogeneidad en los hepatocitos y
membranas delimitadas, lo cual difiere de los animales Prlr-/- en ambas dietas,

donde observamos hepatocitos cuyas membranas no es posible delimitar.
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Figura 24. Secciones representativas de cortes de higado a 3pm_tefiidos con
faloidina 20x. Al término de la lactancia (dia postnatal 21), el higado de los
ratones Prlr+/+ (paneles superiores) o Prlr-/- (paneles inferiores) alimentados por
madres en una dieta control, fue procesado en cortes histoldgicos de 3um de
grosor, que fueron tefiidos con faloidina. a) animales silvestres en dieta control
(DC), b) animales silvestres dieta obesogénica (DO). c¢) animales Prlr-/- dieta

control (DC), d) animales Prlr-/- dieta obesogénica (DO).

Dadas las alteraciones morfologicas observadas en el higado derivadas de la dieta
obesogénica o del genotipo, no fue posible delimitar las membranas celulares en

la totalidad de los hepatocitos, lo cual no permitié_una cuantificacion adecuada

(Figura 24).
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IX. DISCUSION

La nutricién que reciben las crias durante la lactancia proveniente de madres en
dieta alta en grasas, y el efecto que esta ejerce en el metabolismo del lactante,
especificamente en el desarrollo de EHGNA, es un tema que se ha estudiado con
anterioridad.** #>%—Sin embargo, la contribucion de la prolactina en el
metabolismo hepatico y el desarrollo de EHGNA durante la lactancia se

desconocen.

En el presente estudio evaluamos si la ausencia de sefalizacion de prolactina, en
animales carentes de su receptor (Prlr-/-) favorece la susceptibilidad al desarrollo
de EHGNA en crias alimentadas por madres en dieta control o alta en grasas
durante la lactancia. Nuestros resultados muestran que la prolactina es necesaria
para el metabolismo normal de los lipidos en el higado postnatal; ya que la falta de
accion de esta hormona por ausencia de su receptor, se traduce en una
acumulacion exacerbada de lipidos en el higado en los animales lactantes

alimentados con una dieta control.

Al finalizar la lactancia, los animales Prlr-/- presentaron menor peso corporal en
comparacion con los animales silvestres, Se ha reportado en la literatura que los
animales Prlr-/- adultos alimentados con dieta obesogénica, a las ocho semanas de
edad presentan mayor peso corporal y masa grasa, es decir, se vuelven mas
obesos.* En nuestro modelo, fue posible evaluar el desarrollo de esteatosis
independientemente de la obesidad, ya que estos animales, a los veintitin dias

postnatales no se vuelven mas obesos en comparacion con los animales silvestres.

Se sabe que crias alimentadas por madres en dieta alta en grasas antes del
embarazo (ocho semanas), durante el periodo de gestacion y lactancia, mostraron
un peso menor al nacimiento, y al destete presentaron un peso corporal mayor.*
En nuestro modelo, de manera similar a lo reportado por este estudio, los animales
Prlr-/- alimentados por madres en dieta obesogénica durante la lactancia,

presentaron mayor peso corporal al destete.
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Referente al higado, los ratones Prlr-/- presentaron un peso menor en comparacion
con los animales silvestres al ser alimentados con una dieta control. Este resultado
concuerda con lo reportado por Moreno-Carranza, 2013, y 2018 en ratones adultos

y neonatales.”*

Interesantemente, los animales Prlr-/- mostraron mayor
sensibilidad a la dieta obesogénica, ya que el incremento en el peso del higado fue
de 67% en comparacion con 23% de los animales Prlr+/+, sugiriendo que la
prolactina es necesaria para el metabolismo hepatico normal de los lipidos; en
ausencia de la accion de la prolactina existe una alteracion en el crecimiento

normal del higado y en su respuesta ante un reto de dieta obesogénica.

En conjunto con anormalidades del peso corporal e higado, se observaron
alteraciones en la morfologia hepatica en los animales Prlr-/- en dieta control, las
cuales se hipotetizaba se debian a una mayor acumulaciéon de TAG. Por medio de
la cuantificacion de TAG se comprobd que los animales Prir-/- en dieta control
presentaron mayor acumulacion de TAG que los animales Prlr+/+, lo cual
concuerda con lo observado en las histologias. Esto sugiere que la sefializacion de
prolactina es necesaria para el mantenimiento del metabolismo de los lipidos; en
ausencia de ésta, se observa una mayor acumulacion de triglicéridos en higado en
dieta control. En dieta obesogénica se esperaba observar mayor acumulacion de
TAG en los animales Prlr-/-, sin embargo, no observamos diferencias entre
genotipos. Se hipotetizd que esto se debe a que el reto de la dieta obesogénica es
maximo, es decir, que no es posible tener una mayor acumulacion de TAG. Al
respecto, el crecimiento exacerbado del higado de los animales Prlr-/- en respuesta
a la dieta obesogénica no puede ser explicado por una mayor acumulacion de grasa

total, pero si por una mayor acumulacion de grasa por hepatocito.

Teniendo en cuenta la mayor acumulacion de TAG en el higado de los ratones
Prlr-/- en dieta control en comparacion con los animales silvestres, se especulaba
que la lipogénesis y la captura de AG se encontraran incrementadas, o que la -
oxidacion se encontrara disminuida. Se analizo la expresion de genes de la via de

lipogénesis. Uno de ellos Fasn (sintasa de acidos grasos) se sabe que su expresion
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se incrementa en EHGNA..*° En nuestro estudio, la expresion de Fasn se redujo en
los animales Prlr-/- en dieta control, en comparaciéon con los animales silvestres.
Ademas, en una dieta obesogénica los animales silvestres mostraron una reduccion
en su expresion, mientras que en los animales Prlr-/- no se observa esta tendencia.
En otros estudios realizados en ratas han reportado diferencias no significativas en
la expresion de Fasn en crias alimentadas por madres en dieta_control y dieta
obesogénica_durante el embarazo y la lactancia, implicando que la sintesis de
lipidos de novo no es alterada en la vida temprana de las crias (Yamaguchi et al.

2010).57

Se observo la misma tendencia de disminucion en la expresion de Chrebpl y Scdl
en los animales Prlr-/- en dieta control, en comparacion con los animales
silvestres. Se sabe que el incremento en la expresion de estos genes induce la
acumulacion incrementada de lipidos en el higado, por lo que podemos concluir
que la expresion de los genes involucrados en la lipogénesis no explica el aumento

en la acumulacion de triglicéridos de los animales Prlr-/-, 3846

Se analiz6 la expresion de CD36, un transportador clave en la captacion hepatica
de 4cidos grasos. Se ha reportado que la expresion hepatica de CD36 se
correlaciona negativamente con los niveles de prolactina circulante en humanos, y
que en hepatocitos en cultivo la prolactina inhibe la expresién de CD36. © Por lo
anterior, se esperaba observar un aumento en la expresion de este factor en los
animales Prlr-/, sin embargo, en nuestro modelo no se observaron diferencias entre
genotipos, descartando asi que la acumulacion de triglicéridos en los animales
Prlr-/- se vea favorecida por una mayor captacion de acidos grasos en el higado, al

menos mediada por CD36.

Pcgla, Sirtl, Ppara y Cptla son factores involucrados en la via de (-oxidacion.
En ratones alimentados por madres en dieta obesogénica durante el embarazo y la
lactancia, se ha reportado que el incremento en la expresion en estos genes se
relaciona con mayor acumulaciéon de TAG al finalizar la lactancia.*® En nuestro

modelo no se observaron diferencias entre genotipos en la expresion de estos
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genes, en ninguna de las dietas. Sugiriendo que la via de B-oxidacion no favorece a
la acumulacion de acidos grasos en el higado. Las expresion de los genes
involucrados en las vias del metabolismo de lipidos no explica cudl es el
mecanismo por el cual los animales Prlr-/- acumulan mayor cantidad de TAG en
higado que los animales Prlr+/+ en dieta control. La determinacién de la expresion
de los genes se realizo al dia 21 de la lactancia, se sugiere que la acumulacion de
TAG pudo haber ocurrido en dias anteriores al dia 21, es decir, que las vias
enzimaticas productoras del incremento de la acumulacion de lipidos en el higado,
aparentemente en esta etapa (dia 21) se encuentren deprimidas. Otra alternativa es
que los cambios ocurran a nivel de la actividad de las proteinas y no a nivel de su

expresion.

Se comprobd que el incremento anormal en el peso del higado de los animales
Prlr-/-en respuesta a la dieta obesogénica no es debido a una mayor acumulacion
de TAG, siendo asi se hipotetizd que podria deberse a una mayor cantidad de
células. Los resultados en la cuantificacion de DNA indicaron que no hay
diferencias entre genotipos, sugiriendo que no hay un cambio en la cantidad de
células, lo cual no podria explicar que el aumento en el peso del higado de los
animales Prlr-/- se deba a una mayor proliferacion celular. No obstante, se
cuantificd la cantidad total de células, en las cuales se incluyen ademds de
hepatocitos, células endoteliales, inmunes, entre otras, por lo que no podria
concluirse que no hay menor cantidad de hepatocitos en este grupo. Respecto a
esto, ya que la prolactina favorece a la proliferacion de los hepatocitos, se sugirid
que los animales Prlr-/- presentan menor cantidad de hepatocitos, los cuales se
sugiere son hipertroficos, cada uno con mayor cantidad de TAG, lo que podria
explicar las anormalidades en el peso del higado de los animales Prlr-/-. Se realizd
la tincion de falodina en las histologias de higado con el propdsito de comprobar
dicha hipotesis; sin embargo, no fue posible comprobar dicha hipotesis ya que la
morfologia no se encontraba en condiciones que permitiesen observar membranas

celulares delimitadas. En prospectiva, para comprobar que los hepatocitos de los
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animales Prlr-/- son hipertréficos, se podrian realizar tinciones con marcadores de
membrana, como por ejemplo e-cadherina, sumado a la determinacion de la
expresion de genes de las vias del metabolismo de lipidos en dias previos al dia 21

de la lactancia.
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X. CONCLUSION

En el presente trabajo se observo que los animales carentes del receptor de
prolactina presentan una mayor acumulaciéon de triglicéridos en higado en
comparacion con los animales silvestres al ser alimentados con una dieta control, y
son mas sensibles ante el reto de la dieta obesogénica, en cuanto al crecimiento del
higado. Al dia 21 la expresion en general de los marcadores de las distintas vias
del metabolismo hepatico de los lipidos en los animales carentes del receptor de

prolactina, muestra ir en sentido en el que se encuentran deprimidas.

En base a los resultados obtenidos, concluimos que el metabolismo hepatico de los
lipidos se encuentra alterado en los ratones carentes del receptor de prolactina
durante la lactancia y que esto contribuye a la mayor acumulacién de triglicéridos
hepaticos en condiciones de dieta control, asi como a una respuesta exacerbada en
la expansion hepatica ante una dieta obesogénica. Nuestros resultados demuestran

que la prolactina regula el metabolismo hepatico de los lipidos.
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ANEXOS

Anexo 1

CUANTIFICACION DE TRIGLICERIDOS

Se realiz6 la cuantificacion de TAG de acuerdo a las indicaciones del fabricante,
por medio del siguiente Kit Comercial.

(

Ca;nan

CHEMICAL

Triglyceride Colorimetric Assay Kit

Item No. 10010303

About This Assay

Cayman's Triglyceride Colorimetric Assay provides a simple, reproducible, and
sensitive tool for assaying triglycerides in plasma, serum, cell lysates, and tissue
homogenate samples. The Triglyceride Colorimetric Assay uses the enzymatic
hydrolysis of the trighycerides by lipase to glycerol and free fatty acids. The
glycerol released is subsequently measured by a coupled enzymatic reaction
system (Figure 1). The glycerol formed in reaction 1 is phosphorylated to glycerol-
3-phosphate in a reaction catalyzed by glyceral kinase (eq 2). The glycerol-3-
phosphate is oxidized by glycerol phosphate oxidase producing dihydroxyacetone
phosphate and hydrogen peroxide (eq 3). Peroxidase catalyzes the redox-coupled
reaction of H,O, with 4-aminoantipyrine (4-AAP) and N-Ethyl-N-(3-sulfopropyl)-
m-anisidine (ESPA), producing a brilliant purple color (eq 4). The absorbance is
measured at 540 nm.

Lipeprotein
Li

Trighyesdes —— o Glycsrol + Fatty Acids [t1]
Glyserel Kinase

Ghyeerol 4ATP ———————»  Gheerol-3-Phasphate + ADP 2

Glyesrol Phosghate
Onidase
Glyosrdl-3-Phosghate + Oy

Di tone Phosthate + HaOs ]

Peroxidase
2H 0, +4-AAP +ESPA Quinaneimine dye + 4H,0 )

Figure 1. Triglyceride assay scheme
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PRE-ASSAY PREPARATION

Reagent Preparation

1. Triglyceride Standard - (Item No. 10010509)

The vial contains 400 pl of a 1,000 mg/d! solution of Triglyceride Standard.
It is ready to use as provided to prepare the standard curve. Sufficient
Triglyceride Standard is provided to prepare three standard curves.

2. Standard Diluent Assay Reagent (5X) - (Item No. 700732)
The vial contains 12 ml of a (5X) salt solution. Prior to use, dilute the
contents of the vial with 48 ml of HPLC-grade water. This diluted Standard
Diluent solution is used to prepare the triglyceride standards and may be
stored for six months at room temperature until it is ready for use.

3. Sodium Phosphate Assay Buffer - (Iltem No. 700003)
The wial contains 4 ml of 250 mM sodium phosphate buffer, pH 7.2. Prior
to use, dilute the contents of the vial with 16 ml of HPLC-grade water. This
diluted buffer (50 mM sodium phosphate, pH 7.2) is used to prepare the
triglyceride enzyme solution. The Assay Buffer may be stored for at least six
months at room temperature until it is ready for use.

4. Triglyceride Enzyme Mixture - (Item No. 10010511)

The vial contains a lyophilized enzyme mixture. Reconstitute the contents of
the vial with 1 ml of HPLC-grade water. Transfer the reconstituted selution
to a 15 ml centrifuge tube wrapped in aluminum foil. Add 14 ml of the
diluted Assay Buffer to the reconstituted solution and mix by inversion.
NOTE: A portion of the 14 ml should be used to rinse any residual solution from
the vial. This solution is now ready to use in the assay. If the entire solution
is not used at one time, the solution should be stored at 4°C. Do NOT Freeze!
The solution is stable for one month when stored at 4°C: a slight pink
discoloration may occur but will have no affect on the assay performance.

PRE-ASSAY PREPARATION | |
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Sample Preparation

Plasma

Typically, normal human plasma has triglyceride concentrations in the range of

40-160 mg/dl (male) or 35-135 mg/dl (fernale).?

1. Collect blood using an anticoagulant such as heparin, EDTA, or citrate.

2. Centrifuge the blood at 700-1,000 x g for 10 minutes at 4°C. Pipette off
the top yellow plasma layer without disturbing the white buffy layer. Store

plasma on ice. If not assaying the same day, freeze at -80°C. The plasma
sample will be stable for one month while stored at -80°C.

3. Plasma does not need to be diluted before assaying.

Serum

Typically, normal human serum has triglyceride concentrations in the range of

40-160 mg/dl (male) or 35-135 mg/dl (female).?

1. Collect blood without using an anticoagulant.

2. Allow blood to clot for 30 minutes at 25°C.

3. Centrifuge the blood at 2,000 x g for 15 minutes at 4°C. Pipette off the top
yellow serum layer without disturbing the white buffy layer. Store serum on

ice. If not assaying the same day, freeze at -B0°C. The serum sample will be
stable for one month while stored at -80°C.

4, Serum does not need to be diluted before assaying.

ASSAY PROTOCOL
Plate Set Up

There is no specific pattern for using the wells on the plate. A typical layout of
triglyceride standards and samples to be measured in duplicate is given below in
Figure 2. We suggest you record the contents of each well on the template sheet
provided (see page 18).

12 3 45 6 7 8 9 101112

AQOOEEOOEO®EE
HO00.06060600000
HO0.0.06060600000
HO000660600000
4000000000000
1000000000000
000000000000
LI0/0/0/6/0/6/6/0/0/6/0/6,

1-8 = Standards
5 =Samples

Figure 2. Sample plate format

Cell Lysates

1

wmoh oW

Collect cells (18 x 10° cells) by centrifugation (ie, 1,000-2,000 x g for
10 minutes at 4°C). For adherent cells, do not harvest using proteolytic
enzymes; rather use a rubber policeman.

Resuspend the cell pellet in 1-2 ml of cold diluted Standard Diluent.
Sonicate the cell suspension 20X at one second bursts.

Centrifuge cell suspension at 10,000 x g for 10 minutes at 4°C.

Remove the supernatant and store on ice. If not assaying on the same day,
freeze at -80°C until use. The sample will be stable for at least one month.
Before assaying, further dilute the samples 1:2-1:3 with diluted Standard
Diluent.

Tissue Homogenates

1
2

Weigh tissue and then mince into small pieces.

Homogenize 350-400 mg of minced tissue in 2 ml of the diluted Standard
Diluent containing protease inhibitors of choice (see Interference section).
Centrifuge at 10,000 x g for 10 minutes at 4°C.

Transfer the entire supernatant to another tube. Store the supernatant on
ice. If not assaying the same day, freeze at -80°C. The sample will be stable
for one month while stored at -B0°C. NOTE: When centrifuged at high speeds
some tissue homogenates, such as liver, will leave a layer of insoluble fat at the
top of the centrifuge tube. Be sure to include this layer when transferring the
supernatant.

Typically, tissue samples require dilutions of at least 1:5 or greater. Dilute
the samples using the diluted Standard Dilutent before assaying.

Pipetting Hints

* |t is recommended that an adjustable pipette be used to deliver
reagents to the wells.

+ Before pipetting each reagent, equilibrate the pipette tip in that
reagent (i.e., slowly fill the tip and gently expel the contents, repeat
several times).

+ Do not expose the pipette tip to the reagent{s) already in the well.

General Information

« Al reagents except samples must be equilibrated to room temperature
before beginning the assay.

+  The final volume of the assay is 160 pl in all wells.
+« The incubation temperature is at room temperature.
+ It is not necessary to use all the wells on the plate at one time.

+ |t is recommended that the standards and samples be assayed at least in
duplicate.

* Monitor the absorbance at 530-550 nm using a plate reader.

Standard Preparation

Take eight clean test tubes and label them 1-8. Add 200 pl of the diluted Standard
Diluent (ltem No. 700732) to tubes 2-8. Add 400 pl of diluted Standard Diluent
to tube 1. Add 100 pl of Triglyceride Standard (ltem Mo. 10010509) to tube 1 and
mix thoroughly. The concentration of Tube 1 is 200 mg/dl (2.26 mmol/L), from
which serial dilutions will be made. Serially dilute the triglycerides by removing
200 pl from tube 1 and adding it to tube 2; mix thoroughly. Next, remove
200 pl from tube 2 and place it into tube 3; mix thoroughly. Repeat this process
for tubes 4-7. Tube 8 only has diluted Standard Diluent and is used as the blank.
We recommend that you store these diluted standards for no more than one to
two hours, See Table 1, on page 12, for the triglyceride concentrations of the
serial dilutions.
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Tube Triglyceride Cancentration (mg/di)
1 200
2 100
3 50
4 25
5 125
& 625
7 3125
8 0

Table 1. Preparation of Triglyceride Standards

Performing the Assay

1.

Triglyceride Standard Wells - Add 10 pl of standard (tubes 1-8) per well
in the designated wells on the plate {see suggested plate configuration,
Figure 2, page 10).

Sample Wells - Add 10 pl of sample to two or three wells. NOTE: The amount
of sample added to the well should always be 10 ul

Initiate the reaction by adding 150 ul of diluted Enzyme Buffer solution to
each well.

Carefully shake the microwell plate for a few seconds to mix. Cover with the
plate cover.

Incubate the plate for 15 minutes at room temperature.
Read the absorbance at 530-550 nm using a plate reader.

ANALYSIS

Calculations

1. Calculate the average absorbance of each standard and sample.

2. Subtract the absorbance value of standard 8 (0 mg/dl) from itself and all
other values (both standards and samples). This is the corrected absorbance.

3. Graph the corrected absorbance values (from step 2 above) of each standard
as a function of the final triglyceride concentration (mg/dl) (see Table 1,
page 12). A typical triglyceride standard curve is shown in Figure 3 on
page 14,

4. Calculate the values of triglyceride samples using the equation obtained
from the linear regression of the standard curve by substituting the
corrected absorbance values for each sample into the eguation.

(Corrected absorbance) - (y-intercept) ]

Triglycerides (mg/dl) = [
Slope

Performance Characteristics

Precision:

When a series of sixteen human serum samples were assayed on the same day,
the intra-assay coefficient of variation was 1.34%. When a series of sixteen human
serum samples were assayed on six different days under the same experimental
conditions, the inter-assay coefficient of variation was 3.17%.

Assay Range:

Under the standardized conditions of the assay described in this booklet, the
dynamic range of the kit is 0-200 mg/dl triglyceride.

Representative Triglyceride Standard Curve

The standard curve, presented below, is an example of the data typically provided
with this kit; however, your results will not be identical to these. You must run
a new standard curve - do not use this data to determine the wvalues of your

samples.

0500

¥ = 0.003x + 00027
1 - 05999

Absorbance (540 nm)

Figure 3. Triglyceride standard curve

100 120 140 160 180 200

Triglyceride (mg/dl)
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Anexo 2
HISTOLOGIA DE HIGADO

Se extrae el higado y se corta en pedazos para guardarse en cassette marcado con
el nimero de muestra. Se almacena en formalina 4% bajo refrigeracion hasta su
uso.

Cortes
Equipo

- Micrétomo.

- Navaja perfil alto o bajo

- Porta objetos

- Plancha (37°C)

- Bafio de flotacion (40°)

- Pinzas/pinceles

- Muestras incluidas en parafina

Procedimiento:

Enfriar los cassetes

Ajustar las micras y angulos del micrétomo y poner la navaja.
Posicionar el cassette y deslizar la manija para cortar.

Escoger un corte adecuado (al menos tres en tira) y pasarlo al bafio de
flotacion. Esperar a que se estire.

. Etiquetar el portaobjeto.

Una vez estirada la tira, tomarlo con el portaobjeto y secar el exceso
de agua.

7. Poner en plancha caliente y dejar secar.

AW~

SN
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Anexo3

Tincion hematoxilina-eosina

Una vez desparafinados los portaobjetos, proceder a la tincion del tejido.

Material

- Cajas coplin
- Canastilla

- Pinzas

- Tapas coplin

Procedimiento
QUIMICO
Xilol 5 min
Xilol Smin
Etanol 100 Imin
Etanol 70 Imin
Agua destilada Imin
Hematoxilina Harris = 8min
Agua corriente 10min
Alcohol acido 1% 2seg
Agua corriente Smin
Agua amoniacal .2% Imin
Agua corriente Smin
Etanol 100 2seg
Eosina 2% Imin
Etanol 70 2seg
Etanol 100 2seg
Xilol 2seg
Xilol 2min
Entalan -
Agregar cubreobjeto -

TIEMPO FUNCION \

Desparafinar

Desparafinar

Hidratar

Hidratar

Coloracion de nucleos

Quitar exceso de hematoxilina
Quitar exceso de hematoxilina
Quitar el exceso de alcohol
Transformar el color morado a azul
Blueing

Agregar color al tejido
Deshidratar
Deshidratar

Necesario para entalan

Al terminar, dejar secar el entalan y limpiar bien con Xileno para quitar el exceso de
entelan. Una vez realizado esto estdn listos para observarse al microscopio.
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Anexo 4

Tincién con faloidina

Se desparafinan las laminillas durante lhora a 60°C y se procede a iniciar el tren de
tincion:

1.  Xileno Smin
Etanol 100% S5min
Etanol 96% S5min
Etanol 80% S5min
Agua corriente 10min
PBS 3min
PBS+TRITON 5min

Secar laminillas.

A Ao B

Rodear cortes de tejido con plumén hidrofébico.

10. Poner en cdmara himeda en oscuridad durante 10min con faloidina.
11. Realizar tres lavados con PBS y secar.

12.  Poner 20ul de Vectashield+DAPI y poner cubreobjetos.

13. Sellar con esmalte y refrigerar.
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Anexo 5

Extraccion de RNA por método de TRIzol

MATERIAL *Todo el material a utilizar debe ser esterilizado previo al uso*

Eppendorf 1.5ml

Puntas

Micropipeta

Tubos grandes para tejido

REACTIVOS

Trizol

Cloroformo
Isopropanol

Etanol 75%

Agua libre de RNAsas

EQUIPO

Polytron
Microcentrifuga
Vortex

PROCEDIMIENTO

Homogenizarlas muestras en 1ml de Trizol por cada 50-100mg de tejido. (1.5-2.0
mL)

Remover la grasa, centrifugando a 12 000 g por 10 min / 4 C.

Remover la capa superior de grasa, y tranferir la fase clara a un tubo limpio

Incubar 5 min a temperatura ambiente

Adicionar 200 pL de cloroformo por cada 1 mL de TRIzol usado (300-400 uL).
Agitar vigorosamente con la mano durante 15 seg e incubar 3 min a temperatura
ambiente

Centrifugar a 12 000 g por 15 min /4 C.

Transferir la fase acuosa (superior) a un tubo limpio.

Adicionar 500 pL de isopropanol por cada 1 mL de TRIzol (750-1000 pL).

Incubar 10 min a temperatura ambiente (Se puede dejar toda la noche a -20 C).
Centrifugar a 12 000 g por 10 min / 4C.

Decantar el sobrenadante y lavar el pellet con 1 mL de etanol 75 % por cada 1 mL
de TRIzol usado (1.5-2.0 mL). Agitar con la mano y centrifugar a 7 500 g por 5 min
/4C.

Decantar el sobrenadante. Dar un spin en la centrifuga para quitar el exceso de
etanol.

Resuspender en agua libre de RNAsas (20-50 pL).

63



Anexo 6
CUANTIFICACION DE RNA

Para cuantificar la concentracion y evaluar la pureza del RNA extraido, se diluyeron 1.5ul
de RNA en 1.5uL de agua libre de RNAsas. Posteriormente se realiza la lectura de las
absorbancias a las longitudes de onda 260 y 280nm en espectrofotdémetro nanodrop.

La pureza del RNA en relacion a la presencia de proteinas se obtiene con el cociente de
las absorbancias a las longitudes de 260 y 280nm. (A260/A280). Esta debe estar entre 1.9
y 2.2, si el valor de lectura no se encuentra en este intervalo, se puede inferir que el RNA se
encuentra contaminado con proteinas.
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Anexo 7
SINTESIS DE ¢cDNA
High capacity cDNA reverse transcription kit — Applied Biosystems
Procedimiento:
1) Cuantificar en el Nano Drop las muestras de RNA
2) Hacer una mix de reaccion con:

= 2 ul Buffer 10X

= (0.8 uldNTP’s

» 2 pl Random Primers
* ] ul Enzima RT

3) Colocar 5.8 pl del mix de reaccion en tubos de 200 pl

4) Adicionar el volumen necesario para tener 1 ug de RNA (hasta 14.2 pl)
5) Llevar a un volumen final de 20 pl con agua libre de RNAsas.

6) Realizar un blanco sin enzima (negativo).

7) Poner la reaccion en el termociclador.

8) Pasar el cDNA a tubos de 600 pl.

9) La muestra se diluye con agua libre de RNAsa, llevar a 400 pl las muestras provenientes
de tejido y a 200 ul muestras de cultivo celular.

Reaccidn:

= ]10min/25°C
= 2horas/37°C
= S5min/85°C
= o/4°C
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Anexo 8

PCR en tiempo real
Procedimiento
1) En placas para PCR, adicionar a cada pozo:

= 5 uL SYBR-Green (ya trae la enzima incorporada)
= 5 ul cDNA
* (.5 uM de cada oligo (se puede usar de 0.2 — 0.5 uM)

2) Se prepara un Mix de reacciéon con SYBR-Green y una diluciéon 1:100 de cada oligo (100
uM), dependiendo del nimero de muestras para amplificar.

3) Se adiciona 5 puL del Mix y después 5 pL. del cDNA.

4) Se sella la placa y se centrifuga brevemente (1000-1200 rpm).
5) Correr la reaccién en el termociclador.

Para evaluar los oligos:

1) Se hace un gradiente de temperatura, tomando una muestra de cDNA donde se exprese el
gen deseado. Se evaltan 6 temperaturas.

Temperatura
Temperatura
Temperatura
Temperatura
Temperatura
Temperatura

N[N | B [W|N|—

gliccliwliglieviiss

2) Se realiza una curva estdndar, tomando una muestra de cDNA donde se exprese el gen
deseado (por triplicado). Se toma la muestra directa, y de ahi, se hacen 5 diluciones seriadas
1:2.

1 2 3
A | Directa Directa Directa
B | Dilucién 1 Dilucién 1 Dilucién 1
C | Dilucion 2 Dilucion 2 Dilucidn 2
D | Dilucion 3 Dilucién 3 Dilucién 3
E | Dilucion 4 Dilucién 4 Dilucién 4
F | Dilucion 5 Dilucion 5 Dilucién 5
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Reaccion

= 95°C/10 min

= 95°C/10s

» Temperatura (depende de oligos) / 20 s

= 72 °C/30s

» Lectura de plato

* 39 ciclos

= Curva de melting 65-95 °C. De 0.5 °C por 0.05 °C
» Lectura de plato

= 4°C/2:30 min
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Anexo 9
Extraccion de DNA
Extraccion pura
1. Obtener los ultimos 1 a 3 mm de la cola del raton y colocarlos en tubo eppendorf.
2. Agregar 200 pL de buffer de digestion.
3. Agregue 2 pL de proteinasa K (10 mg / mL)
4. Agite a 800 rpm durante +/- 6 horas o 600 rpm durante la noche, ambos a 55 °C.
5. Centrifugar a 14000 rpm durante 15 min.
6. Retire el sobrenadante (= 180 pL) y colocarlo en un eppendorf nuevo.
7. Agregar 180 pL de isopropanol (volumen 0,7). Nota: el isopropanol se evapora
facilmente, por lo tanto, no permita que el matraz se abra por completo.
8. Mezclar bien en vortex hasta observar precipitado de DNA.
9. Retirar el ADN con una punta. Dejar que el ADN se seque durante 30 minutos (Nota: no
mas de 2 horas).
10. Resuspender con 200 puL de agua Milli Q o Tris EDTA.
11. Dejar disolver a 37 °C durante +/- 2 horas.

12. Guardar extracto de ADN a 4 °C hasta su uso.

Buffer de digestion (500 mL):

Agua Milli Q 415 mL
TrisHCI [IM] pH 8.0 -------------—- 50 mL
EDTA [0,5M] 5 mL
SDS 10% 10 mL
NaCl [5M] 20 mL
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Anexo 10

INSTITUTO DE
NEUROBE (

SECRETARIA ACADEMICA
INEU/SA/CB/205

A quien corresponda

Presente

Por medio de la presente les informo que el trabajo de investigacion aprobado '"Efecto de la
hormona prolactina en la funcion metabolica de células adiposas y su impacto en la obesidad:
Mecanismos moleculares involucrados'; este proyecto es parte del protocolo general "Regulacién
hormonal de la obesidad" dirigido por la Dra. Yazmin Macotela Guzman el cual fue evaluado y aprobado
por el Comité de Etica en Investigacion del INB con el namero 075 el 05 de noviembre de 2014. Como
resultado se encuentra que cumple con la Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) clave NOM-062-Z0O0-1999. Para la
evaluacion de dicho proyecto este comité también tomé en cuenta los criterios de ética para el uso de
animales de investigacion segun los estdndares internacionales de los Institutos Nacionales de Salud de
Estados Unidos (NIH).

Sin més por el momento le agradezco la atencién que se sirva dar a la presente y le envio un

cordial saludo.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Campus Juriquilla, Qro, 12 de septiembre del 2017

Dr. Ataulfo Martinez Torres
Presidente del Comité de Etica en Investigacion

ccp.- Dra. Yazmin Macotela Guzman

Instituto de Neurobiologia, UNAM Blvd. Juriquilla 3001 Juriquilla, Querétaro 76230
www.inb.unam.mx ataulfo@unam.mx Tel./Fax (55) 5623 4002 y (442) 238 1002




