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Resumen

Introduccion: En épocas recientes el consumo azicar y en particular de bebidas azucaradas
ha incrementado en la poblacion mundial, lo cual supone una problematica de salud publica
debido a las comorbilidades asociadas a su consumo. En particular, investigaciones recientes
sugieren que el consumo de azuicar tiene repercusiones directas en la descendencia en
diferentes organos a diferentes niveles. En el higado, diversos estudios senalan una mayor
acumulacion de tejido adiposo intrahepatico, lo cual puede traducirse en higado graso no
alcohdlico en exposiciones prolongadas. A pesar de este conocimiento, pocos estudios
establecen una relacion directa entre el consumo de azicar, el transporte de glucosa al interior

de los hepatocitos y estrés oxidante.

Objetivos: El objetivo fundamental de este trabajo es identificar y cuantificar la expresion del

transportador de glucosa tipo 1 y algunos marcadores de estrés oxidante.

Metodologia: Para conseguir este objetivo fue empleado un modelo animal de ratas hembras
de la cepa Wistar, las cuales fueron alimentadas con dietas solidas y agua con sacarosa al 5%
a lo largo de la gestacion y lactancia. Este estimulo de agua con sacarosa continud hasta los
121 dias que equivalen a la etapa adulta. A partir de la eutanasia de estos animales se obtuvo
el higado en el que se le realizaron las técnicas destinadas a la medicion de estrés oxidante y

cuantificacion e identificacion del transportador de glucosa 1.

Discusion: Los datos obtenidos de la expresion de GLUT1 muestran por un lado la
inmunolocalizacion de la proteina, la cual puede ser descrita como heterogénea o sin un
patron especifico. Por el otro lado la cuantificacion por la prueba de Western Blot revela un
baja cantidad de proteina expresada en el higado en todas las condiciones evaluadas. Esto
puede significar que el estimulo por si s6lo no es capaz de alterar la expresion de esta proteina
en la descendencia, ya sea durante etapas prenatales o durante la vida adulta. Ambos
resultados coinciden con la mayoria de trabajos que han evaluado la presencia de GLUT1 en
el higado. Sin embargo ocurre lo contrario al evaluar algunos marcadores de estrés oxidante
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los cuales estan ligados a un metabolismo anormal de la glucosa y a la glucotoxicidad. Al
respecto, los resultados son homogéneos en casi todas las pruebas evidenciando que la adicion
de sacarosa en la vida adulta no es suficiente para alterar estos parametros. Sin embargo, la
adicion de sacarosa durante las etapas prenatales si lo hacen. En este sentido los resultados
sugieren que la dieta materna es capaz de activar genes que promueven una mayor cantidad de
radicales libres y una menor capacidad para neutralizarlos, en la descendencia. Esto sin lugar
a duda respalda la teoria de la programacion fetal y ha sido recientemente estudiada en
condiciones parecidas, mostrando resultados similares. Sin embargo esta investigacion
representa una de las primeras aproximaciones a las repercusiones dietéticas de la sacarosa

sobre la descendencia, en estrés oxidante y en la expresion de GLUTI.

Palabras clave: Malnutricion, estrés oxidante, descendencia, higado.
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1. Introduccion

El higado humano es una glandula café rojizo, que pesa aproximadamente 1400 gramos,
responsable de funciones fundamentales en el metabolismo de la glucosa, como glucolisis,
glucogénesis, glucogendlisis y gluconeogénesis (Nordlie y cols. 1999; Kur y cols. 2021). Se
compone por cuatro 16bulos a los que se les une la vesicula biliar y ramificaciones del sistema
circulatorio tales como la vena portal, la arteria hepatica y la vena cava inferior (Vdoviakova y
cols., 2016). En su composicion microscopica encontramos células ordenadas en placas de tal
manera que forman canales cuya funcion principal es el curso normal de la sangre. Las células
hepaticas reciben el nombre de hepatocitos las cuales tienen microvellosidades encargadas de
absorber las sustancias contenidas en sangre, tales como azucares, aminoacidos, lipidos, etc.
Al mismo tiempo segrega sustancias como albimina y glucdégeno, ademds de tener una
funcién de eliminacion de desechos contenidos en sangre. (Vdoviakova y cols., 2016). En
ratas existe diferencia en la lobulacion, ya que podemos encontrar dos ldbulos derechos
(lateral y medial) y dos izquierdos (lateral y medial), cuadrado y caudado. Sin embargo, los
procesos hepaticos ocurren igual que en los seres humanos (Abdel-Misih y Bloomston, 2010;

Vdoviakova y cols., 2016).

En épocas recientes el sobre peso y la obesidad, asi comorbilidades subsecuentes han
incrementado su incidencia de manera alarmante. Gran parte de esto se debe a la mala
alimentacion en la que destacamos el consumo de alimentos de alta densidad energética,
dentro de los cuales podemos encontrar a las bebidas azucaradas (Malik y cols., 2006; Toop y
Gentili, 2016). El azucar, ya sea dietética o liberada por las reservas corporales (glucogeno en
higado o musculo), requiere proteinas de transporte para mediar su absorcion o
almacenamiento. Estas proteinas han sido caracterizadas como transportadores de glucosa
(GLUTs), simportadores de sodio-glucosa (SGLT) y SWEETS. Los GLUTs, estan
involucradas en todos los procesos del manejo de las moléculas de azucar en el organismo y su
expresion en diversos tejidos estd mediada por la tasa de metabolismo de glucosa individual de

estos (Chadt y Al-Hasani, 2020). Estas proteinas van del uno al 14 (GLUT1 — GLUT14). La
3



proteina GLUT1, fue la primera en ser caracterizada por Mueckler y colaboradores en 1985 y
puede ser encontrada en casi todos los tejidos (Chadt y Al-Hasani, 2020). En higado
particularmente, su aparicion ha sido descrita en el desarrollo orgénico de los productos en
etapas intrauterinas y la maduracion hepéatica posnatal (Tal y cols., 1990). También se expresa
de manera anormal en procesos de hepatotoxicidad y estrés oxidativo. Asi mismo, la
sobreexpresion de GLUT]1 tiene una alta prevalencia en tejido tumoral y en particular en el
carcinoma hepatocelular (Tal y cols., 1990). De tal forma que podemos inferir que la alta
consumo de carbohidratos simples en la dieta, a partir de la adicion de bebidas azucaradas,
podria estar alterando el procesamiento normal de los azlcares en el metabolismo de las
células hepaticas, y por lo tanto, sobre expresar los transportadores de glucosa, en particular
GLUTI1. Ademas, podria estar alterando el balance entre moléculas prooxidantes y

antioxidantes.



2. Antecedentes

2.1 Higado

En los seres humanos el higado es un 6rgano que se localiza en las regiones hipocondriacas y
epigastricas y representa aproximadamente del 2 al 3% del peso corporal total. (Vdoviakova y
cols., 2016). Tiene una amplia variedad de funciones, por ejemplo, el manejo metabdlico de
los carbohidratos en procesos como la glucdlisis, glucogénesis, glucogenodlisis o
gluconeogénesis. Esto le da una responsabilidad fundamental en la homeostasis, ya que
mantiene el balance entre la ingesta, el almacenamiento (via glucogénesis) y la liberacion de
glucosa en el cuerpo (via glucogenolisis y gluconeogénesis) (Nordlie y cols. 1999; Kur y cols.
2021). La funcion metabdlica del higado se extiende hasta el manejo de proteinas y lipidos.
(Trefts y cols., 2017). Al mismo tiempo tiene un rol fundamental en el manejo del volumen

sanguineo, control enddcrino y procesamiento de xenobidticos (Trefts y cols., 2017).

Esté organizado en cuatro 16bulos: derecho, izquierdo, cuadrado y caudado. El l6bulo derecho,
de mayor tamano, se encuentra separado del izquierdo desde una perspectiva anatdmica y no
funcional, por un ligamento falciforme (Vdoviakova y cols., 2016). Por otra parte, entre los
l6bulos cuadrado y caudado, se encuentra una estructura llamada hilio portal que recibe y
ubica a la vena portal y a la arteria hepatica. La vesicula biliar se halla entre los l6bulos
cuadrado y derecho (Vdoviakova y cols., 2016). Este 6rgano se encuentra sostenido por los
ligamentos triangular derecho e izquierdo, los cuales tienen su origen en el ligamento

coronario que a su vez estd adherido al diafragma (Vdoviakova y cols., 2016).

En el interior del higado la arquitectura celular es semejante en todos los l6bulos, por lo que se
considera un “parénquima isotropico” y es similar en todos los mamiferos (Kruepunga y cols.,
2019; Abdel-Misih y Bloomston, 2010). La unidad funcional del higado recibe el nombre de
lobulillo hepatico y tiene un tamafio aproximado de dos milimetros de ancho y 1 milimetro de
largo (Kruepunga y cols., 2019). Los lobulillos estan formados por hepatocitos ordenados en
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placas de una o dos células de grosor, entre las cuales atraviesan canales llenos de sangre
llamados sinusoides hepaticos. En estos canales fluye sangre proveniente de las triadas
portales, las cudles se ubican en los vértices de los lobulillos y estan formadas por una arteria
hepatica, una vena portal y un conducto biliar (Abdel-Misih y Bloomston, 2010). El contenido
sanguineo que se vierte en los sinusoides proviene principalmente de la vena porta que
transporta sangre proveniente de las venas mesentérica, géstrica, esplénica y pancreatica, que
en su conjunto abastecen del 70 al 75% del suministro total (Abdel-Misih y Bloomston, 2010;
Vdoviakova y cols., 2016). El flujo sanguineo restante proviene de la arteria hepatica
(Vdoviakova y cols., 2016). Esta sangre fluye y es filtrada a lo largo de los sinusoides en
direccion al centro del lobulillo. Una vez en el centro, la sangre es colectada por una estructura
venular llamada vena central, que es una ramificacion de venas hepaticas de mayor calibre, las
cuales convergen en la vena cava (Abdel-Misih & Bloomston, 2010). El higado es un 6rgano
altamente vascularizado, ya que recibe hasta un 25% mas del gasto cardiaco total mas qué

otros organos (Vdoviakova et al., 2016).

Este contenido sanguineo es filtrado por dos tipos celulares, hepatocitos y células endoteliales
sinusoidales (Abdel-Misih y Bloomston, 2010). Los hepatocitos constituyen a la mayoria de la
poblacion celular, alrededor de un 60 a 80% del total (Abdel-Misih y Bloomston, 2010).
Ademas de los hepatocitos y células sinusoidales endoteliales (SECs), hay células de Kupffer,
células estrelladas hepaticas (HSC) y un epitelio biliar o colangiocitos, que en su conjunto
representan aproximadamente al 20% de las células restantes (Abdel-Misih y Bloomston,

2010).

Cada tipo celular tiene funciones especificas que en su conjunto alcanzan la funcién hepatica
total (Trefts y cols., 2017). Los hepatocitos realizan la mayoria de las funciones en el higado
(Trefts y cols., 2017). La segunda poblaciéon més abundante es la de colangiocitos y estan
encargados principalmente de recubrir los ductos biliares, (Trefts y cols., 2017). Las SECs se
encargan principalmente de proteger a los hepatocitos y permitir o negar el contacto del
contenido sanguineo con los hepatocitos (Abdel-Misih y Bloomston, 2010). Los poros por los
cuales permiten este intercambio son de aproximadamente de 50 a 180 nandémetros en seres
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humanos y de 50 a 280 nandmetros en ratas y ratones (Trefts y cols., 2017). Las células
estrella tienen funciones que no son del todo claras, sin embargo son la poblacion celular mas
activa en el higado (Trefts y cols., 2017). En su forma quiescente mantienen reservas de
vitamina A en gotas lipidicas que pierden progresivamente al activarse (Trefts y cols., 2017).
La organizacion del coldgeno en el higado lastimado depende de estas células en su forma
activa (Trefts y cols., 2017). La poblacion de macrofagos especifica del higado recibe el
nombre de células de Kuppfer, su funcion es reconocer patdégenos y dar una respuesta pro o

antiinflamatoria (Trefts y cols., 2017).

El metabolismo hepéatico de la glucosa incluye el almacenamiento, sintesis y liberacion de ésta
a la circulacion (Trefts y cols., 2017). Esto se logra a partir de la interpretacion de la cantidad
de dos hormonas, principalmente. La baja proporcion de glucagon y un incremento de insulina
promueven una menor produccion de glucosa a partir de glucdgeno (glucogenolisis) y de otras
moléculas (gluconeogénesis) (Trefts y cols., 2017). Esta configuraciéon hormonal también
vuelve a los hepatocitos susceptibles a la formaciéon de glucogeno (glucogénesis) y de
glucdlisis. El caso contrario, aumento en glucagén y disminucion de la insulina conduce a una
mayor tasa en la produccion de glucosa a partir de glucogenolisis y gluconeogénesis (Trefts y
cols., 2017). Estos cambios son dinamicos y responden a las necesidades energéticas del resto

del cuerpo (Trefts y cols., 2017).

De la misma forma el higado tiene un rol fundamental en el metabolismo de lipidos y
colesterol al ser capaz de regular procesos como captacion, sintesis, empaquetamiento y
secrecion de algunos lipidos y lipoproteinas (Trefts y cols., 2017). Ademas de estos procesos,
los lipidos pueden ser usados como sustrato energético por el higado y (Trefts y cols., 2017).
Por otra parte el higado tiene una alta tasa de sintesis de proteinas, contribuyendo al 85-90%
del volumen total de proteinas en circulacion (Trefts y cols., 2017). En este 6rgano se sintetiza
albumina, responsable de una multitud de funciones como el transporte de una gran variedad
de moléculas, proteinas de transicion, factores de crecimiento y otros péptidos (Trefts y cols.,

2017).



2.2 Higado de ratas

A diferencia de los seres humanos, el higado de la rata representa alrededor del seis por ciento
del peso corporal y se ubica en la porcion caudal del diafragma, extendiéndose en ambos lados
del plano mediano, desde el arco costal derecho hasta el izquierdo (Moller Bredo y Véazquez
Odo, 2011; Abdel-Misih y Bloomston, 2010). Desde la vista anterior (parietal) tiene una forma
convexa relacionada diafragma. Desde la vista posterior (visceral) tiene forma cdncava
relacionada al estomago y duodeno (Mdller Bredo y Vazquez Odo, 2011). Se encuentra
segmentado anatomicamente en seis 10bulos: medial y lateral izquierdos, medial y lateral
derechos, cuadrado y caudado, que a su vez tiene dos procesos, un papilar pequefio y orientado
a la izquierda y un caudado que se extiende hacia la derecha (Abdel-Misih y Bloomston, 2010;

Vdoviakova y cols., 2016).

El contenido sanguineo hepatico en la rata es suministrado principalmente por dos estructuras:
1) la vena porta, con sangre rica en nutrientes proveniente de capilares de 6rganos digestivos y
2) la arteria hepatica, que transporta sangre rica en oxigeno (Abdel-Misih y Bloomston, 2010).
A diferencia de los humanos las ratas carecen de vesicula biliar, en su lugar tienen un ducto
hepatico comun, formado por ductos derecho e izquierdo en el area portal (Abdel-Misih y
Bloomston, 2010). La unidad funcional el higado de la rata es el lobulillo hepatico. Aqui el
contenido sanguineo es depositado a partir de las triadas portales y es filtrado por los
sinusoides en direccion a la vena central del lobulillo (Abdel-Misih y Bloomston, 2010;
Kruepunga y cols., 2019). La sangre hepatica es concomitante con el tamafio del higado, y
regulado por el principio de Fick el cual describe el transporte de sustancias a través de un
gradiente de concentracion (Kruepunga y cols., 2019). Este contexto nos encamina a la
exploracion de factores externos, como el consumo de azicares simples, y sus repercusiones a

nivel anatémico y fisioldgico.



2.3 Consumo de bebidas azucarada

En las ultimas décadas ha incrementado el consumo de bebidas azucaradas (BA) escalando a
una problematica de naturaleza epidémica debido a los efectos que producen sobre la salud
(Malik y cols., 2006; Toop y Gentili, 2016; Imamura y cols., 2015). Se estima que al dia se
consumen 78 gramos de azucares provenientes de bebidas azucaradas, lo que representa de un
seis a 16% del total de calorias consumidas (Malik y cols., 2006;Eng y Estall, 2021). Su alta
ingesta en las sociedades occidentales se asocia a enfermedades cronicas no transmisibles
(ECNT) como el sobrepeso y obesidad. La organizacion mundial de la salud estima que mas
de un mil millones de personas tienen exceso de peso y por lo menos 300 mil de ellas son
obesas (Malik y cols., 2006; Toop y Gentili, 2016). En este sentido existe una estrecha
relacion entre su consumo y una mayor incidencia en ECNT tales como hipertension,
cardiopatias, diabetes, resistencia a la glucosa, etc. (Malik y cols., 2006; Eng y Estall, 2021).
Estas enfermedades son el resultado de interacciones complejas que parten de un desbalance
energético positivo a la que se le suman factores genéticos, metabdlicos, conductuales,

ambientales, culturales y socioeconomicos (Malik y cols., 2006).

Estudios realizados en modelos animales han revelado que el consumo de bebidas azucaradas,
en etapas tempranas del desarrollo y vida adulta, tienen consecuencias multiorganicas en
distintos niveles. Estas consecuencias, estdn dotadas de un sentido légico de acuerdo con
hipotesis de los origenes de la salud y enfermedad (Witek y cols. 2022). Estudios variados
realizados en roedores han mostrado descendencia con predisposicion a enfermedades
metabolicas (ganancia de peso y niveles altos de triglicéridos, colesterol, leptina, glucosa e
insulina), enfermedades cardiacas e hipertension) (Witek y cols. 2022). Esta condicion
dietética esta relacionada a la predisposicion del desarrollo de desordenes neuroconductuales
(Witek y cols. 2022). Por ejemplo, afecciones a la memoria (reconocimiento y espacial),
alteraciones al receptor de glutamato o conductas de hiperfagia en etapa adulta (Mizera y cols.,
2021; Bayol y cols., 2007) Por otra parte las dietas ricas en azlcares simples también suelen
tener repercusiones sobe las madres, como el riesgo aumentado de cursar diabetes mellitus
gestacional, hipertension o fetos con crecimiento anormal (Witek y cols., 2022). De la misma
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forma, el consumo de bebidas azucaradas tiene implicaciones en la ganancia de peso, presion
sanguinea y concentraciones basales anormales de glucosa, insulina y triglicéridos en sangre
(Toop y Gentili, 2016). Dietas ricas en azucares pueden provocar inflamacion, lo que podria
indicar que el estrés oxidativo medie y modifique los procesos fisiologicos celulares (Ling-

Tan B. y cols., 2018).

Estas repercusiones multinivel se repiten en un niimero variado de modelos experimentales,
por ejemplo, el modelo de malnutricion durante gestacion y lactancia con bebidas azucaradas
al cinco %. En este modelo se ha demostrado que en la musculatura del piso pélvico existen
cambios morfométricos que afectan a la actividad eléctrica de los musculos bulboesponjoso y
pubococcigeo durante el reflejo urogenital, lo que podria traer consigo disfunciones sexuales,
por ejemplo la eyaculacién precoz, respectivamente (Corona-Quintanilla y cols., 2021). Por
otro lado, el mismo modelo experimental en ratas mostré6 un cambio en el peso de la grasa
perigonadal y un mayor niimero de adipocitos més grandes en los testiculos (Cérdoba-Sosa y

cols., 2022).

En el higado la malnutricion causada por el exceso de este nutriente ha mostrado
consecuencias patologicas en diversas etapas. Por ejemplo, su consumo se asocia a un mayor
almacenamiento de lipidos en ratas hembras y una mayor posibilidad de desarrollar higado
graso no alcohdlico (HGNA) (Nicolas-Toledo etal., 2017; Eng y Estall, 2021).
Particularmente el consumo de bebidas azucaradas, mas que la ingesta de fructosa solida esté
relacionado con la aparicion de HGNA (Eng y Estall, 2021). Esta respuesta negativa se
caracteriza por la resistencia a la insulina en el higado, la cual tiene un vinculo estrecho con
estas y otras enfermedades (Trefts y cols., 2017). Esta relacion resulta bilateral, ya que la
mayoria de las veces, la aparicion de HGNA incrementa la incidencia de DM2 por resistencia
a la insulina y la DM2 acelera la progresion de HGNA hacia esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA), cirrosis y carcinoma hepatocelular (Chadt y Al-Hasani., 2020). A nivel molecular la
ingesta incrementada de fructosa dentro de los hepatocitos estimula la expresion de enzimas
lipogénicas como sintasas de acidos grasos, estearil CoA desaturasa uno y acetil CoA
carboxilaza, a través de la activacion del factores de transcripcion (CgREBP). Las
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concentraciones elevadas de lipidos (ceramidas o diacilglicéridos), particulares en HGNA y
EHNA, generan lipotoxicidad (Chadt y Al-Hasani., 2020). A la par, la hiperglicemia y la
ingesta excesiva de carbohidratos generan glucotoxicidad y acumulacién de lipidos. (Chadt y
Al-Hasani., 2020). Ambas, lipotoxicidad y glucotoxicidad provocan estrés del reticulo
endopldsmico, que eventualmente se traduce en esteatosis y muerte celular (Figura 1) (Chadt y

Al-Hasani., 2020).
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Figura. 1. Mecanismo patologico en el desarrollo de HGNA (Friedman y cols., 2018)

Por ello, se vuelve fundamental el entendimiento del transporte de glucosa al interior de la
célula. Este transporte es mediado por proteinas transmembranales transportadoras llamadas
GLUTS (Kur y cols., 2021b). Estas tienen un rol fundamental en el metabolismo de la glucosa
y por lo tanto en la homeostasis (Kur y cols., 2021b).
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2.4 Transportadores de glucosa (GLUTS)

La familia de transportadores de glucosa (GLUTSs) est4d involucrada en todos los pasos del
manejo de glucosa y otras hexosas. Desde la absorcion y distribucion, hasta la excrecion y
recuperacion (Chadt y Al-Hasani, 2020). En seres humanos existen 14 isoforma de GLUTs
(GLUT1 - GLUTI14) todos con diferentes afinidades de union y diversos perfiles de

expresion, por lo cual su respuesta es distinta en diversos tejidos (Kur y cols., 2021b).

2.4.1 Transporte de glucosa en el higado.

El higado es capaz de la expresion génica de todos los transportadores de glucosa o GLUTS
(Chadt y Al-Hasani., 2020). Sin embargo, la expresion de algunos sobresale, tal es el caso del
GLUTI1, GLUT2, GLUTS, GLUTS8 y GLUT9Y (Chadt y Al-Hasani., 2020). Esto se debe a que
ellos tienen un rol fundamental en procesos metabolicos mientras que el resto, con menor

expresion, no son relevantes para tales menesteres.

GLUT1 también llamado Hep2/eritrocito/cerebro, fue el primero en ser caracterizado por
Mueckler y colaboradores en 1985 y es codificado por el gen SLC2A1 (Thorens, 1996; Chen y
cols., 2015; Koch y Weber, 2019). Es capaz de transportar glucosa, galactosa y manosa
(Thorens, 1996). Se expresa principalmente en las células endoteliales de la barrera
hematoencefalica, ya que asegura el transporte de glucosa al cerebro (Koch y Weber, 2019)
(Thorens, 1996). Sin embargo, este transportador puede ser expresado por casi todos los
tejidos con distintos niveles de expresion, permitiendo un transporte constante de glucosa.
(Amann y Hellerbrand, 2009; Pragallapati & Manyam, 2019). Esta expresion esté relacionada
con la tasa metabodlica celular de la glucosa, es bidireccional y lo regula el gradiente de
glucosa en sangre (Amann y Hellerbrand, 2009; Pragallapati y Manyam, 2019). En
condiciones normales el incremento de su transcripcion estd dado por los receptores de

tirosina quinasa (RTKs) que conducen a las vias que regulan las enzimas fosfatidilinositol 3

12



quinasa (PIK-3, por sus siglas en inglés) y proteina quinasa B (AKT) (Di Dedda y cols., 2019;
Ward y Thompson, 2012). A la par, estas enzimas son capaces de activar a los depositos
citoplasmaticos de GLUT1 y permitir su translocacion a la membrana celular (Figura 2) (Di

Dedda y cols., 2019).
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Figura. 2. Mecanismo de sefializacion de la expresion de GLUT1. (Ward & Thompson, 2012)

En algunos tejidos, como el musculo, contribuye al transporte de glucosa basal especifica del
tipo de fibra (Chadt y Al-Hasani, 2020b). Su expresién se encuentra aumentada durante
periodos de estrés metabodlico y tiene un aumento en la participacion de captacion de glucosa
muscular durante la hipertrofia (Chadt y Al-Hasani, 2020b). La sobre expresion esta asociada
a la presencia de tejido tumoral y caracteristicas agresivas, como alta tasa de proliferacion,
metastasis y resistencia a la quimioterapia y radioterapia (Thamrongwaranggoon y cols.,
2021). Esto puede explicarse por el metabolismo acelerado en células malignas, es decir, un
incremento en los requerimientos de glucosa y en consecuencia el aumento en la captacion de
la misma (Amann y Hellerbrand, 2009). En el tejido adiposo contribuye al transporte de
glucosa basal reciclandola a través de compartimentos de membrana internos (Chadt y Al-

Hasani, 2020b).
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Ademas, GLUT] tiene funciones fisiologicas primarias en el higado que abarcan desde el
desarrollo orgénico embrionario hasta su maduracion posnatal (Chadt y Al-Hasani, 2020b).
Esto se debe a que es el principal regulador del transporte de la glucosa en células hepaticas
fetales (Wang y cols., 2020). También es el principal transportador de glucosa en células no
parenquimatosas y en condiciones normales se encuentra en niveles relativamente bajos en
hepatocitos (Chadt y Al-Hasani, 2020b). Su expresion se eleva en algunos padecimientos,
tales como carcinoma hepatocelular y esteatohepatitis no alcoholica (Chadt y Al-Hasani,
2020b) y disminuida en padecimientos tales como hepatitis C. También puede estar
relacionada con la hepatoxicidad y el estrés oxidativo (Chadt y Al-Hasani, 2020b). En el
carcinoma hepatocelular, uno de los canceres més mortales y prevalentes en seres humanos,

este transportador es altamente expresado y promueve la tumorigenicidad (Du y cols., 2022).

GLUT2 es capaz del manejo de glucosa, galactosa, manosa, fructosa y glucosamina. Es
posible encontrar este transportador en una variedad de tejidos como intestino, rifién y sistema
nervioso, aunque es particularmente abundate en las células beta pancredticas y hepatocitos
(Chadt y Al-Hasani, 2020b). Debido a su caracteristica baja sensibilidad a los azucares tiene
funcion esencial en células sensibles la glucosa (Chadt y Al-Hasani, 2020b). Por ejemplo, en
el sistema nervioso es capaz de relacionarse en los mecanismos de sefalizacion de la conducta
alimentaria o la termogénesis (Thorens, 2015). GLUT?2 tiene el control de la mayoria de la
absorcion en los hepatocitos (Chadt y Al-Hasani, 2020b). Su sobreexpresion estd asociada a la
acumulacion de lipidos y gluconeogénesis, lo que conduce habitualmente al desarrollo de

esteatosis hepatica (Chadt y Al-Hasani, 2020b).

GLUTS es considerado el mayor transportador de fructosa y no es capaz del transporte de otro
monosacarido (Chadt y Al-Hasani, 2020b). Similar a otros transportadores se encuentra
involucrado en el desarrollo HGNA a partir de la ingesta facilitada de fructosa (Zhang DM. y
cols., 2017). GLUTS por su parte se expresa en diversos tejidos como testiculos, cerebro,
musculo, rindén e higado y transporta solamente glucosa y fructosa (Chadt y Al-Hasani,
2020b). Este transportador responde a la translocacion derivada de estimulos hormonales y su

14



funcion principal es la regulacion de energia en células espermaticas (Ibberson M. y cols.,
2000). GLUT9 por otro lado es un transportador de acido urico, inicialmente considerado
transportador de glucosa y fructosa, que se expresa en higado, rifion e intestinos (Chadt y Al-

Hasani, 2020b).

15



2.5 Estrés oxidante

El desequilibrio entre prooxidantes y antioxidantes es lo que se conoce como estrés oxidante u
oxidativo (Jones, 2008). Este desbalance usualmente estd ligado a dafo molecular y
desbalance e inestabilidad en procesos de sefializacion celular (Jones, 2008). Ademads, juegan
un rol fundamental en los procesos de salud y enfermedad (Ling-Tan y cols., 2018). Lo
anterior es causado debido a la aparicion de radicales libres, los cuales en términos generales
son moléculas con un electréon no apareado o desapareado que lo dota de una alta capacidad
reactiva (Jones, 2008). Podemos encontrar a estas moléculas derivadas del oxigeno o ROS por
sus siglas en inglés y especias reactivas de nitrégeno o RNS por sus siglas en inglés (Ling-Tan
y cols., 2018). Por ejemplo, el anién super oxido (O;), es capaz de causar peroxidacion
lipidica, en los acidos grasos poliinsaturados de la membrana celular (Jones, 2008). Se
especula que un solo evento de la cadena de reacciones de O, puede causar dano oxidativo en

200-400 moléculas de lipidos antes de poder ser neutralizados (Jones, 2008).

Dentro de las ROS podemos encontrar principalmente al anidon superoxido, acido hipocloroso,
peroxido de hidrogeno, oxigeno singlete, hipoclorito, radical hidroxilo y peroxidos lipidicos
(Ling-Tan y cols., 2018). Estas moléculas pueden facilmente entrar en contacto e interactuar
con acidos nucleicos, enzimas, membranas lipidicas, proteinas y algunas moléculas pequefias
(Ling-Tan y cols., 2018). Usualmente son un subproducto metabolico aerdbico producido en
las mitocondrias durante el proceso de la fosforilacion oxidativa en la generacion de ATP
(Ling-Tan y cols., 2018). Por otro lado, en las RNS podemos encontrar al 6xido nitrico o NO
por sus siglas en inglés y al peroxinitrito o ONOO por sus siglas en inglés (Ling-Tan y cols.,

2018).

El consumo anormal de algunos nutrientes ha mostrado tener influencia en promover estrés
oxidativo e inflamacion (Ling-Tan y cols., 2018). Por ejemplo, uno de los nutrientes a los que
se le atribuye a la aparicion de estrés y la consecuente inflamacion, es al alto consumo de
carbohidratos. En particular, aquellos con un alto indice glicémico. (Ling-Tan y cols., 2018).
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Dietas altas en carbohidratos o grasas proveen a las células de mayor cantidad de sustratos
para ser metabolizados. Esto supone un aumento subsecuente de electrones producto de las
propias reacciones celulares (Ling-Tan y cols., 2018). De la misma forma este tipo de dietas
estd ligada a trastornos metabdlicos y endocrinos asociados al higado, debido a al rol

fundamental que tiene en el metabolismo de estos nutrientes (Ling-Tan y cols., 2018).

La principal propuesta para explicar estos desordenes es la relacién consecuente de fructosa y
estrés oxidativo, que lleva a un metabolismo anormal (Ling-Tan y cols., 2018). Esto se ha
visto demostrado en trabajos donde hay una asociacion directa entre la fructosa y la
modulacion hepética de la actividad de glucoquinasa a través de la produccion de ROS (Ling-
Tan y cols., 2018). Otras asociaciones patologicas incluyen al tetracloruro de carbono (CCLs3)
que causa hepatoxicidad como resultado de la peroxidacion lipidica (Jones, 2008). Los
ejemplos anteriores evidencian los cambios provocados por la fructoquinasa, los cuales son
traducidos en adaptaciones que pueden cambiar el flujo de sustratos energéticos

mitocondriales a almacenamiento de energia (Ling-Tan y cols., 2018).

Estas interacciones oxidativas estan presentes en un gran numero de patologias como cancer y
diabetes (Ling-Tan y cols., 2018). Otros estados patologicos como altas concentraciones de
glucosa y diversas condiciones dietéticas también puede generar la formacion de ROS (Ling-
Tan y cols., 2018). Sin embargo las interacciones de las moléculas prooxidantes pueden ser
neutralizadas por defensas antioxidantes. Estas defensas circunscriben a enzimas capaces de
limitar y eliminar a los radicales libres. Tal es el caso de la enzima superoxido dismutasa, o
vitaminas como E y C (Jones, 2008). Si bien, el cuerpo es capaz de producir sus propias
defensas antioxidantes, existe evidencia fidedigna de la dietas especializadas como un

mediador en la neutralizacion de los efectos del estrés oxidativo (Ling-Tan y cols., 2018).
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2.5 Dieta materna y epigenética

Epigenética significa literalmente “encima de la genética” y es una ciencia que tiene como
objetivo fundamental estudiar las modificaciones en la expresion génica de la progenie que no
sean necesariamente cambios en la cadena secuencial del ADN. Es decir, que los factores
ambientales tales como dieta, estrés, composicion corporal o metabolismo pueden influenciar
la expresion genética en etapas intrauterinas y en periodos perinatales tempranos (Block y El-
Osta, 2017; Fitz-James y Cavalli, 2022). Estas influencias, maternas y paternas, tienen
repercusiones directas sobre la salud o enfermedad de la descendencia, incluso durante las
etapas mas avanzadas de la vida (Fleming y cols., 2018; Barker y cols., 2018). A esta premisa
se le ha conceptualizado como “El origen de la salud y enfermedad” en referencia a la
hipotesis de Barker la cual sugiere que un individuo estd preparado para sobrevivir a las
carencias ambientales causadas por una mala nutricién y recursos nutricios limitados (Block y
El-Osta, 2017). En otras palabras una etapa de desarrollo embrionario deficiente puede
aumentar el riesgo a padecer enfermedades en la vida adulta, incluyendo sus comorbilidades

(Fleming y cols., 2018; Block y El-Osta, 2017; Hanson y cols., 2017).

El mecanismo de metilacion del ADN, es decir la adicion de un grupo metilo a partir de un
enlace covalente, es el principal modulador y predictor futuro de enfermedades el cual ha sido
foco de estudios recientes debido a que regula una gran cantidad de procesos bioldgicos, como
la impronta genomica, diferenciacion celular o inflamacion (Block y El-Osta, 2017; Fitz-
James y Cavalli, 2022). Esta metilacion es capaz de ocurrir en una amplia variedad de formas,
sin embargo, la mas frecuente y estudiada es la metilacion de citosinas en los dinucledtidos
CpG (Citosina-fosfato-Guanina) (Fitz-James y Cavalli, 2022). Ademds de la metilacion,
existen otros mecanismos de sefializacion genética involucrados en la expresion de genes,
como la modificacion de histonas o la organizacion tridimensional del genoma (Fitz-James y
Cavalli, 2022). Aunque la heredabilidad de estos principios no es totalmente conocida, se sabe
que es consecuencia de mecanismos de replicacion directos o a través de la reconstruccion de
una sefial indirecta en las siguientes generaciones (Fitz-James y Cavalli, 2022). Por ejemplo,
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se sabe que las metilaciones regulan a uno de los genes mediadores de la muerte de células
beta pancreaticas (TXNIP) a partir de la glucotoxicidad causada por disminuir la expresion de
GLUT! (Block y El-Osta, 2017). En este ambiente glucotdxico, el proceso de metilacion
puede activar al gen SREBF1 (regulador de lipogénesis hepatica), el cual esta relacionada con

esteatosis hepatica (Block y El-Osta, 2017).

La hipotesis epigenética ha sido caracterizada y confirmada sobre todo en modelos animales.
Por un lado se sabe que la obesidad materna genera un riesgo aumentado de enfermedades
cardiovasculares y metabolicas en los descendientes (Fleming y cols., 2018; Barker y cols.,
2018; Hanson y cols., 2017). Asi mismo hay evidencia de crias mds pequeiias, con mayor
adiposidad e intolerancia a la glucosa (Fleming y cols., 2018; Block y El-Osta, 2017). Por otro
lado una nutricion deficiente durante la gestacion también tiene repercusiones en el riesgo de
desarrollar enfermedades cronicas como hipertension (Fleming y cols., 2018; Barker y cols.,
2018). Es decir que uno de los pilares en la epigenética es la dieta, la cual desde sus dos
extremos, sobrenutricion o desnutricion, puede generar cambios (Fleming y cols., 2018). Estos
cambios pueden presentarse partir de las caracteristicas metabdlicas y celulares del embrion,
como en el caso de la actividad mitocondrial, y responden a la disponibilidad de nutrientes que
hay en ellas (Fleming y cols., 2018). En este sentido la sobrenutricion materna, con dietas
ricas en grasa en modelos de roedores principalmente, pueden disminuir la expresion de
adipocitoquinas mediante la hipermetilacion de ADN, lo que conduce a una descendencia
predispuesta a disfuncion hepdtica, resistencia a la insulina, disfuncion tiroidea, mayor

almacenamiento de grasa y presion sanguinea elevada (Block y El-Osta, 2017).

Las dietas ricas en lipidos, dietas ricas en azucar e incluso la hiperglicemia gestacional tienen
efectos adversos en la progenie (Block y El-Osta, 2017). Por ejemplo, la diabetes mellitus
gestacional (DMGQ) se ha relacionado con crias predispuestas a una mayor obesidad y diversas
enfermedades metabolica (Block y El-Osta, 2017). Si bien los mecanismos no son totalmente
entendidos se piensa que esta respuesta ocurre a partir una metilaciéon de hormona leptina en el
ADN placentario (Block y EI-Osta, 2017). De la misma forma, hay evidencia de la
hipermetilacion del gen ABCA1 (responsable de la expresion de una proteina transportadora
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de colesterol o CERP por sus siglas en inglés), lo que podria significar un transporte de
colesterol anormal y traducirse en un perfil metabdlico deficiente en la descendencia (Block y
El-Osta, 2017). Por otra parte la hipometilacion generada en el gen de transcripcion especifico
del mesodermo (MEST por sus siglas en inglés) ha mostrado tener una mayor expansion de
grasa con adipocitos mas grandes (Block y El-Osta, 2017). Este gen ha mostrado relacionarse
con un mayor indice de masa corporal y circunferencia de cintura en seres humanos (Block y
El-Osta, 2017). Ademas, crias de madres que cursaron con DMG han mostrado anormalidades
en vias del metabolismo energético, crecimiento y muerte celular, respuesta inmune e

inflamatoria y desarrollo del sistema nervioso (Block y El-Osta, 2017).
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3. Justificacion

La gestacion es una etapa critica en el desarrollo del feto, ya que su ambiente y factores como
la dieta u obesidad materna, pueden conducir a una serie de modificaciones e influir sobre la
expresion génica y por lo tanto, la vida adulta de la progenie (Reichetzeder, 2021). En seres
humanos, los niveles de lipidos intrahepatocelulares son mayores en nifios cuyas madres
fueron obesas y tuvieron desbalances en el metabolismo de glucosa durante la gestacion
(Brumbaugh y cols., 2013). Esta condicion podria ser la causa del origen del higado graso no
alcohdlico (Brumbaugh y cols., 2013). Adicionalmente, diversos estudios sefialan que
alteraciones en el metabolismo de la glucosa durante la gestacion, como la diabetes mellitus
gestacional, estd relacionada con un riesgo significativo en el desarrollo de sindrome
metabolico infantil (Boney y cols., 2005), asi como tolerancia anormal a la glucosa, obesidad
y presion sanguinea elevada en infantes (Tam y cols, 2017). Por otro lado, en modelos
animales como ratones, se ha determinado que dietas ricas en lipidos conducen a fendmenos
metabdlicos como ganancia de peso, masa grasa, intolerancia a la glucosa e
hipertrigliceridemia (Masuyama y cols., 2015). También en ratones se ha observado que dietas
anormales, ricas en lipidos y azucares, producen un incremento en la incidencia de esteatosis
hepatica y acumulacion de triglicéridos hepaticos (Thompson y cols., 2019). De igual manera,
en macacos japoneses, se ha determinado que dietas anormales, ricas en grasa, muestran un
aumento de tres veces los niveles de triglicéridos hepaticos, ademas de mayores cantidades de
indicadores de estrés oxidante y aumento en el desarrollo de higado graso no alcohdlico, a la
par de una mayor expresion de enzimas hepaticas gluconeogénicas (McCurdy y cols., 2009).
Estudios realizados en ratas, por su parte, han permitido determinar que dietas ricas
exclusivamente en sacarosa tienen efectos en la progenie, como mayor adiposidad corporal y
aumento en la concentracion de triglicéridos hepaticos (Sedova y cols., 2007). Los cambios
descritos en los sujetos que ingieren dietas ricas en lipidos y glucosa, no se circunscriben a las
alteraciones en su homeostasis, ya que en el caso de madres gestantes alimentadas con este
tipo de dietas, los cambios también se reflejan en su progenie. Los resultados obtenidos de
diferentes trabajos sugieren que dietas ricas en grasa y azucares, modifican la expresion de
genes; asi la expresion de GLUT2 se ve disminuidas en ratas sometidas a dicho tipo de dietas
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(Nascimento y cols., 2010). Otros transportadores de glucosa como el GLUT1 han sido
descritos en condiciones diferentes a las de malnutricion. Este transportador se ve aumentado
en procesos cancerigenos debido a la alta demanda energética y de glucosa de las células
cancerigenas. Por otro lado también ha sido descrito como un mediador en la glucotoxicidad y
estrés oxidativo en el higado, en conjunto con la 6xido nitrico sintasa (Sokolovska y cols.,
2015). A pesar de esto hay escasa informacion de las repercusiones de la ingesta de dietas

ricas en glucosa sobre la expresion de estos transportadores, en particular GLUT1 hepético.

3.1 Pregunta de investigacion
(Cudl es el efecto del consumo de sacarosa en ratas macho durante las etapas prenatal y

posnatal, sobre la expresion del Transportador de Glucosa 1 (GLUT1) y marcadores de estrés

oxidativo en el higado?
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4. Hipotesis
La expresion de GLUT1 e indicadores de estrés oxidante aumentan en el higado de ratas

macho que consumieron agua con sacarosa durante las etapas prenatal y posnatal.

5. Objetivo

5.1 General
Evaluar la expresion de GLUT1 asi como algunos indicadores de estrés oxidante en las células

hepaticas de ratas macho que consumieron sacarosa durante las etapas prenatal y posnatal.

5.2 Especificos

1. Cuantificar el peso de las madres durante la gestacion

2. Cuantificar el peso de las crias desde su nacimiento hasta las 14 semanas de edad.

3. Identificar la localizacion de la expresion de GLUT]1 en las células hepaticas de ratas macho
que consumieron sacarosa durante las etapas prenatal y posnatal por medio de una prueba
inmunohistoquimica.

4. Cuantificar la expresion de GLUTI1 en las células hepaticas de ratas macho que
consumieron sacarosa durante las etapas prenatal y posnatal por medio de Western Blot.

5. Cuantificar la enzima superoxido dismutasa (SOD) en el higado de ratas macho que
consumieron sacarosa durante las etapas prenatal y posnatal con método espectrofotométrico.
6. Cuantificar la cantidad de especies reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) en el higado
de ratas macho que consumieron sacarosa durante las etapas prenatal y posnatal con método
espectrofotométrico.

7. Cuantificar la expresion de la enzima catalasa (CAT) en el higado de ratas macho que
consumieron sacarosa durante las etapas prenatal y posnatal con método espectrofotométrico.
8. Cuantificar la expresion de la enzima glutation en el higado de ratas macho que

consumieron sacarosa durante las etapas prenatal y posnatal con método espectrofotométrico.
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6. Metodologia

6.1 Diseiio

Se trata de un disefio de tipo cuantitativo y longitudinal.

6.2 Ubicacion espacio temporal.
El proceso experimental se llevo a cabo en el laboratorio de nutricion y metabolismo del
Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta en periodo comprendido entre Agosto de 2022 y

Agosto de 2024. A la par los datos fueron analizados en este mismo periodo.

6.3 Grupos experimentales

6.3.1 Grupo experimental madres

Las ratas hembras fueron apareadas con machos expertos. El dia del apareamiento se
considerd el dia 0 (cero) de gestacion. A partir del dia uno se midi6 todos los dias el consumo
de agua, alimento y el peso corporal. Se asigné aleatoriamente a las ratas en los diferentes
grupos:

- Grupo control (MS, madre simple), ratas alimentadas con una dieta Chow 5001 de Purina y
agua simple de manera ad libitum durante la gestacion y lactancia.

- Grupo con tratamiento (MA, madre azucar), ratas alimentadas con una dieta Chow 5001 de
Purina y agua azucarada al 5% (5 g en 100 mL de agua) de manera ad libitum durante la

gestacion y lactancia.

6.3.2 Grupos experimentales de las crias

Después del parto, las camadas se ajustaron a diez crias para estandarizar las demandas
alimenticias durante la lactancia. El destete se realizd el dia veintidos de lactancia y se
asignaron los machos aleatoriamente a los grupos experimentales correspondientes. Se
formaron cuatro grupos en total: dos procedentes de las madres que tomaron agua simple

durante la gestacion y lactancia, un grupo consumié agua simple (MS-CS, Madre Simple-Cria
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Simple) y el otro agua con sacarosa al 5% (MS-CA, Madre Simple-Cria Azuicar). De igual
manera, dos grupos de las madres que consumieron agua azucarada durante la gestacion y
lactancia, un grupo con agua simple (MA-CS, Madre Azucar-Cria Simple) y otro grupo con

agua azucarada al 5% (MA-CA, Madre Aztcar-Cria Azucar).

6.4 Disefo experimental
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Fig 3. Disefio experimental (Davila-Santacruz, 2023)

6.5 Obtencion del organo

Al cumplir los 121 dias de vida se procede con la eutanasia por decapitacion. El higado fue
obtenido, pesado y cortado. Se obtuvieron cortes de aproximadamente 5x5 mm del 16bulo
lateral izquierdo (16bulo mas grande) para inclusion en parafina. El resto del higado fue

congelado a -80 °C (Western Blot).
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6.6 Inclusion y cortes del higado

El corte procedente del l6bulo lateral izquierdo fue deshidratado con alcoholes de
concentraciones 60 — 100 % y Xilol. Una vez deshidratado fue incluido en paraplast X-tra de
la marca Sigma-Aldrich.

Posteriormente se realizaron cortes longitudinales de 5 micrometros en micrétomo de la marca

Leica, los cuales fueron recolectados en laminillas para posteriormente dejar secar.

6.7 Inmunohistoquimica

Se realiz¢ el protocolo para la estandarizacion de la prueba inmunohistoquimica, en las que se
utilizd una solucién de citrato de sodio para la incubacion. Posteriormente lavados con una
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS), agua oxigenada al 3%, y un bloqueo inespecifico
con suelo normal de conejo.

Inmediatamente después se realizaron lavados con PBS/0.3% Triton X100. El anticuerpo
empleado fue Anti-Glucose Ttansporter GLUT1 antibody (EPR3915) diluido en PBS/Triton
X100, a una concentracion de 1:50. Para el anticuerpo secundario fue utilizado un anti raton
desarrollado en conejo diluido en PBS/0.3% Triton X100, a una concentracion de 1:250.

Por ultimo, para el marcaje se utilizé un revelado con el complejo enzimatico Avidina-Biotica

(Kit Vextastain ABC), ademas de diaminobencidina como sustrato.

6.8 Western Blot
Para la deteccion de GLUTI por la técnica de Western Blot fueron empleados los higados
congelados. Geles de poliacrilamida para la separacion por electroforesis de 75 microgramos
de proteinas totales. El anticuerpo empleado fue Anti-Glucose Transporter GLUT1 antibody
(EPR3915) en una concentracion de 1:5000. Como anticuerpo secundario se utilizé anti raton
desarrollado en conejo a concentraciones de 1:2500. Las bandas resultantes inmunoreactivas
se revelaron con el kit Super Signal West Pico, Pierce. Posteriormente, las imagenes fueron
procesadas con el software Image Lab, Biorad. Los resultados fueron reportados como
unidades arbitrarias (U.A).
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6.9 Estrés oxidante

Los higados congelados también fueron empleados para la medicion de estrés oxidante. En el
caso de las TBARS se utilizé acido tiobarbitirico + acido malondialdehido. La reaccion fue
medida a 532 nm.

Para la deteccion de la actividad de la super oxido dismutasa (SOD) se utilizo la reaccion con
Nitro Azul Tetrazolio (NBT). Las lecturas fueron tomadas a 560 nm.

Por su parte, en la determinacioén de catalasa (CAT), fue empleada la deteccion con peroxido
de hidrégeno H;0,, la lectura fue tomada a 240 nm.

Por ultimo, la actividad de glutation fue medida a partir de de la oxidacion de NAPDH, la

lectura fue tomada a 340 nm.

6.10 Diseiio estadistico.

Los datos fueron analizados en el programa estadistico GraphPad Prism7. Las comparaciones
en el peso de las madres fueron analizadas por una prueba t-student, mientras que los pesos de
las crias por una prueba de varianza de dos vias (ANOVA). En el caso de la expresion de
GLUTI! y las pruebas de estrés oxidativo también fueron analizadas por una prueba de
varianza de dos vias. Se realiz6 la prueba post hoc de comparacion multiple de Bonferroni. Se

consideraron diferencias significativas cuando el valor de p=<0.05.
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7. Resultados

7.1 Peso

7.1.1 Comportamiento de peso de las madres

En la grafica 1 se muestra el periodo gestacional de 21 dias, en el que se analizd el
comportamiento del peso corporal de las madres. El grupo de Madre Simple (290.8 £+ 8.106 g)
que consumi6 agua simple, y Madre Azucar (301.4 + 9.778 g) que consumié agua con

sacarosa al 5%, no muestran diferencia entre si (P=0.4089).
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Grafica 1. Peso de ratas hembras durante 21 dias de gestacion. Se muestra el comportamiento del peso durante el

periodo mencionado de los dos grupos, MS (n=6) y MA (n=6). El analisis estadistico se realiz6 a través de la
prueba t de student.
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7.1.2 Comportamiento de peso de las crias

El peso de las crias fue analizado desde el inicio del tratamiento, en la grafica 2, que coincide
con el destete hasta el dia 121. Al respecto, existe una diferencia entre el grupo control MSCS
(257.6 £ 33.05g) vs MACS (295.3 £ 47.32g) (****P=0.0001) de 37.73g y MACA (300.7 +
47.32g) con 43.11g (¥****P=0.0001). Estas diferencias son similares cuando se comparan los
grupos MSCA (262.5g + 47.32) vs MACS (****P=0.0001) con 32.82g y MACA
(****P=0.0001). con 38.2g De la misma forma existe una pequena diferencia de 5.385¢g entre
los grupos MACS vs MACA (*P=.0.0358). Estas diferencias estadisticas no ocurren cuando se
comparan los grupos MSCS vs MSCA (P=0.0729).
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Grafica 2. Peso de las crias. Se observa el comportamiento del peso desde el destete hasta el cumplimiento de 14
semanas de edad de los grupos MSCS (n=6), MSCA (n=6), MACS (n=6) y MACA (n=6). con diferencias en el
factor prenatal (****P=0.0001) y posnatal (****P=0.0001), lo cual otorga una interaccion que no es significativa
(P=0.9999). Se observa la media comparativa de los grupos. ANOVA 2 VIAS, pos hoc Bonferroni.
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7.2 Inmunolocalizacion y cuantificacion de GLUT1

Por un lado se observa en la figura 3A la inmunolocalizaciéon de la proteina GLUT1 en el
parénquima del hepatico de dos grupos, MSCS (n=1) y MACA (n=1), sin un patrén aparente
de expresion. Por el otro, en la figura 3B, se observa a expresion del transportador de glucosa
1 hepatico, la cual es homogénea y similar cuando se comparan los grupos MSCS (0.0172 +
0.006 U.A) y MSCA (0.0114 £ 0.005 U.A) (P=0.9999) y sin diferencias entre el grupo control
vs MACS (0.0228 £0.013 U.A) (P=0.9999) y MACA (0.0327 + 0.022 U.A) (P=0.3423). Por
su parte, cuando se comparan los grupos MSCA vs MACS (P=0.9151) y MACA (P=0.0706)
tampoco existen diferencias estadisticas. Por Ultimo, al comparase los grupos procedentes de
madres expuestas a sacarosa al 5%, es decir, MACS vs MACA (P=0.9999), tampoco se

muestran diferencias.
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Grafica 3. Expresion de GLUTI1 en las células hepaticas de los cuatro grupos. (A) Se muestra la localizacion
inmunologica de GLUT1 en el parénquima hepatico de dos grupos, MSCS (n=1) y MACA (n=1) contratefiida
con hematoxilina de Meyer. 40x. B) Se muestran las medias y desviacion estandar de los grupos MSCS (n=6),
MSCA (n=6), MACS (n=6) y MACA (n=6). El factor prenatal muestra diferencias (P=0.0.0222) , contrario al
factor posnatal (P=0.7108) la interaccion de ambos factores no muestra diferencias (P=0.1652). Anova 2 de dos
vias y pos hoc de Bonferroni
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7.3. Estrés oxidativo.

7.3.1 Acido malondialdehido (TBARS)

La medicion de estrés oxidativo se realizo a través de la reaccion del dcido malondialdehido
(MDA) vy el acido tiobarbiturico, evidenciado en la grafica 4. La comparativa de los grupos
MSCS (134.990 + 7.525 uM/nda) y MSCA (172.198 £ 66.116 uM/nda) (P=0.9583) muestra
una apariencia homogénea, sin cambios y sin diferencias. Sin embargo, al compararse los
grupos MSCS vs MACS (509.464 + 23.610 uM/nda) (P=****0.0001) y MACA (539.022 +
37.163 uM/nda) (****P=0.0001) si existen diferencias con relevancia estadistica. Lo mismo
ocurre entre los grupos MSCA vs MACS (****P=(0.0001) y MACA (****P=0.0001). En el
caso de la comparativa entre los grupos MACS vs MACA no existen diferencias (P=0.9999)
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Grafica 4. Cuantificacion de MDA. Se muestra la media y desviacion estandar de los cuatro grupos MSCS (n=5),
MSCA (n=5), MACS (n=5) y MACA (n=5). Se observan diferencias en el factor prenatal (****p=0.0001), no asi
en el factor posnatal (P=0.0797) y sin interaccion de ambos factores (P=0.8330). Anova de 2 vias y pos hoc de

Bonferroni.
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7.2.2 Glutation

Se midié la expresion del tripétido glutation hepatico evidenciada en la grafica 5. Los
resultados de los grupos MSCS (5371.190 + 299.297 mMol/mililitro) y MSCA (6851.896 +
2630.800 mMol/mililitro) son similares (p=0.9580), indicando una aparente homogeneidad en
la respuesta de glutatién en estas condiciones. En el caso de la comparativa de los grupos
MSCS vs MACS (20271.870 + 939.508 mMol/mililitro) (****P=0.0001) y MACA
(21447.954 + 1478.707 mMol/mililitro) (****P=0.0001) expresan una cantidad
significativamente mayor. Por su parte, al contrastar los grupos MSCA vs MACS
(****P=0.0001) y MACA (****P=0.0001) también podemos apreciar estas diferencias. Los
grupos MACS vs MACA no muestran diferencias (P=0.9999).
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Grafica 5. Expresion de Glutation hepatico. Se muestra la media y desviacion estdndar de los cuatro grupos
MSCS (n=5), MSCA (n=5), MACS (n=5) y MACA (n=5). Hay diferencias en el factor prenatal (****p=0.0001)
las cuales no existen en el factor posnatal (P=0.0797), la interaccion entre ambos factores tampoco es
significativa (P=0.8328). Anova de 2 vias y pos hoc de Bonferroni.
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7.2.3 SOD

Por su parte, la expresion de la enzima superoxido dismutasa hepatica en la grafica 6 mostro
uniformidad sin diferencias en los grupos MSCS (35322.739 £ 3578.570 Ul/mg de proteina) y
MSCA (36073.410 + 1701.698 Ul/mg de proteina) (P=0.9999). En contraste los grupos MSCS
vs MACS (99018.354 + 10998.450 Ul/mg de proteina) (****P=0.0001) y MACA (99915.722
+ 10979.309 Ul/mg de proteina) (****P=0.0001) tienden a una mayor expresion en respuesta
al estimulo. Al igual que en casos anteriores hay diferencias significativas entre los grupos
MSCA contra MACS (****P=0.0001) y MACA (****P=0.0001) ya que estos ultimos
expresan una mayor cantidad de enzima SOD, mientras que los grupos MACS y MACA no

existe esta diferencia (P=0.9999).

150000- f
| Bl CS
g CA
% 100000~ 1
S
Q.
(")
©
m E
£ 50000 _
=)
0- T
¥ \g
Grupos

Grafica 6. Expresion de la enzima SOD hepatica. Se muestra la media y desviacion estandar de los cuatro grupos
(MSCS (n=5), MSCA (n=5), MACS (n=5) y MACA (n=5). Hay diferencias en el factor prenatal
(****P=0.0001), aunque no lo hay en el factor posnatal (P=0.8212) ni en la interaccién de ambos factores
(P=0.9839). Anova de 2 vias y pos hoc de Bonferroni.
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7.2.4 CAT

La expresion de catalasa en la grafica 7, muestra que no hay diferencias significativas en los
grupos MSCS (25032.506 £ 3319.679 mMol H,0,) vs MSCA (25583.880 + 3383.083 mMol
H,0,) (P=0.9999) al igual que con el grupo MACS (46756.774 = 11034.691 mMol H,0)
(P=0.0638). Por su parte, MSCS vs MACA (62431.604 + 20500.224 mMol H»0,)
(***P=0.0008) si muestra diferencia, lo que evidencia una mayor propension a la expresion de
CAT en respuesta al tratamiento. Al contrastar los grupos MSCA vs MACS (P=0.0742) no
observamos diferencias representativas. Contrario a esto, al comparar MSCA y MACA
(***P=0.0010) si podemos observar una mayor expresion con relevancia estadistica. Esto no

ocurre al contrastar a los grupos MACS vs MACA (P=0.3199).
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Grafica 7. Expresion de CAT hepatica. Se muestra la media y desviacion estandar de los cuatro grupos MSCS
(n=5), MSCA (n=5), MACS (n=5) y MACA (n=5). donde existe diferencias en el factor prenatal (****p=0.0001)
pero no el factor posnatal (P=0.1463) al igual que en la interaccién de ambos factores (P=0.1738). Anova de 2
vias y pos hoc de Bonferroni.

35



9. Discusion

Los resultados de este trabajo se ubican en el marco de la respuesta a la salud y enfermedad
producida en las etapas tempranas del desarrollo, conocida como teoria de Barker. Esta teoria,
también llamada programacion fetal, sugiere que existen momentos criticos en el desarrollo de
los individuos, como la gestacion, que afectan directamente a la salud del individuo durante su
infancia, el transcurso de su vida adulta o la vejez (Fleming y cols., 2018; Barker y cols.,
2018). Existe una amplia variedad de estimulos que consiguen ser significativos en esta
programacion fetal, por ejemplo, el estrés, la actividad fisica o la alimentacion (Block y El-
Osta, 2017). Esta ultima es particularmente importante, ya que la nutricion materna durante la
gestacion resulta ser la primera aproximacion de nutrientes a los érganos de la progenie como
musculo, cerebro o higado, los cuales tienen una alta tasa metabolica (Barker y cols., 2018);

Block y El-Osta, 2017).

En este sentido el higado es un oOrgano tremendamente sensible a la administracion de
nutrientes y los cambios que puedan existir en la dieta, no sélo en etapas intrauterinas, también
durante las siguientes etapas de la vida (Nicolas-Toledo etal., 2017). Es decir que la
composicion dietética, desde la ingesta caldrica hasta la cantidad y calidad de los nutrientes
consumidos repercute y genera cambios epigenéticos en el higado (Nicolas-Toledo y cols.,
2017). Algunos estudios establecen una relacion entre la restriccion caldrica y cambios en la
expresion de genes relacionados con el metabolismo de la glucosa o los lipidos, lo cual puede
traducirse en una predisposicion a enfermedades metabolicas (Eng y Estall, 2021). Otros
sugieren que las dietas ricas en grasa durante la gestacion y lactancia pueden generar cambios
en la expresion de genes del metabolismo de los lipidos provocando una mayor susceptibilidad
a enfermedades tales como higado graso no alcohdlico (Block y El-Osta, 2017; Eng y Estall,
2021).

En algunos trabajos en ratas se ha establecido que las condiciones dietéticas durante la
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gestacion no generan repercusiones en variables como el peso de madres (Cordoba-Sosa y
cols., 2022), lo cual coincide con nuestra investigacion, ya que este indicador permanece
constante y no hay diferencias que puedan ser consideradas significativas entre los grupos MS
y MA. Con las crias ocurre el caso contrario, ya que existen diferencias que pueden ser
consideradas significativas y exponenciales entre mas habitual sea el estimulo (Cordoba-Sosa
y cols., 2022). Estas diferencias acentuadas han sido descritas en otros trabajos, donde el
consumo de sacarosa, y en particular de bebidas azucaradas, ha sido relacionado con el
aumento de peso corporal (Havel y cols., 2018; Jackson y cols., 2011). La ganancia de peso
exponencial en los animales puede deberse a un desequilibro en los mecanismos de
retroalimentacion que regulan el apetito, el metabolismo y la ingesta de alimentos que
aseguran un equilibrio entre el consumo y el gasto energético (Farias y cols., 2011). Es decir,
que hay una falla en el “set point” o, dicho de otra forma, en la capacidad que tienen los
mamiferos, no so6lo las ratas, de modular la ingesta de alimentos de acuerdo a sus necesidades

nutricionales (Farias y cols., 2011).

En esta investigacion también se evalu6 la expresion del transportador de glucosa tipo 1 en las
crias a partir de la prueba de Western Blot, una proteina transportadora ligada a un
metabolismo anormal de la glucosa y a la apariciéon de especies reactivas de oxigeno y
nitrogeno en el higado (Chadt y Al-Hasani, 2020b). Al respecto, los datos obtenidos de la
estandarizacion de la prueba inmunohistoquimica muestran una expresion heterogénea de esta
proteina en el parénquima hepdtico, ya que no hay un patrén especifico. De la misma forma
los resultados indican una baja cantidad de expresion de esta proteina en todos los grupos que
comparten un patron heterogéneo de expresion, sin embargo los andlisis estadisticos no
revelan diferencias. Es decir que el estimulo por si solo en la vida adulta, representado por el
grupo MSCA, no genera cambios en la expresion de esta proteina. En el caso de los grupos
que recibieron el estimulo de agua con azlicar desde las etapas prenatales, MACS y MACA,
hay una mayor expresion de esta proteina, aunque no suficiente para considerar la existencia

de diferencias con relevancia estadistica.

En este sentido, la baja expresion de GLUT1 en todos los grupos coincide con la mayoria de
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trabajos en los que se ha evaluado su presencia, ya que su concentracion en condiciones
basales suele considerarse muy baja e incluso nula (Thorens, 1996; Chen y cols., 2015; Koch y
Weber, 2019). Algunos trabajos, sobre todo los primeros, estipulan que la aparicion de esta
proteina esta delimitada a un area especifica que abarca a las primeras células de la vena
central del lobulillo hepatico (Rhoads, 1994; Tal y cols., 1990). Por ello, el propdsito
fundamental de esta investigacion fue localizar el area de expresion de esta proteina, esta es la
razoén de emplear Unicamente dos condiciones. Nuestro trabajo sugiere que en condiciones
basales y con un estimulo directo sobre la descendencia y vida adulta, la proteina fue
expresada de forma minima por hepatocitos aleatorios a lo largo del lobulillo en ambas
condiciones analizadas. Esta patréon, con una minima cantidad de GLUTI, ha sido mas
recientemente evidenciado (Lei y cols., 2019). Es decir que este trabajo revela que la mayoria
de hepatocitos del parénquima tiene la capacidad de expresar a GLUT1 en muy bajas
concentraciones, lo que anteriormente estaba relegado a células inmediatas a la vena central

del lobulillo (Tal y cols., 1990).

Ademas, el estimulo prenatal genera cambios en la cantidad de proteina expresada, aunque
estos cambios no son suficientes para sugerir que ocurran modificaciones epigenéticas a nivel
hepatico en la expresion de esta proteina, y por lo tanto las consecuencias patoldgicas
asociadas al transporte anormal de glucosa relacionadas con esta, tales como glucotoxicidad
(Chadt y Al-Hasani, 2020b; Sokolovska J. y cols., 2015). Estas concentraciones permanecen
similares seguramente debido a una serie de adaptaciones metabdlicas consideradas dentro de
la plasticidad epigenética, que permiten al individuo prepararse para un ambiente extrauterino

similar al intrauterino (Flavahan, 2020).

A la par de la medicion de GLUT], se realizaron pruebas para evaluar algunos marcadores de
estrés metabodlico ligados a un metabolismo anormal de glucosa y a la glucotoxicidad. Los
datos resultan interesantes debido a la relacién que existe entre el consumo de azucares
simples y el incremento de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno incapaces de ser
neutralizadas por el cuerpo (Ling-Tan y cols., 2018). Al respecto, fueron evaluadas las
sustancias reactivas a acido tiobarbitirico, la cantidad de enzima catalasa, la enzima
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superoxido dismutasa y la enzima glutation. Los resultados de estos indicadores son
homogéneos en casi todas las pruebas. Es decir que las concentraciones en los grupos MSCS y
MSCA son muy parecidas, lo que indica que la dieta, en el caso particular del consumo de
agua azucarada durante la etapa adulta, no es suficiente para incrementar cantidad de especies
reactivas que generen estrés oxidativo. Por otra parte, los grupos MACS y MACA también
muestran similitud entre ellos que no comparten con los dos grupos anteriores. Al respecto, se
puede ver un incremento del estrés oxidativo, lo cual sugiere que durante la gestacion y/o
lactancia la dieta materna es capaz de activar genes que promueven una mayor cantidad de

radicales libres y una menor capacidad para neutralizarlos.

El aumento de indicadores de estrés oxidativo ha estado asociado tradicionalmente a
condiciones dietéticas particulares y en concreto a casos extremos tales como hiperglicemia
(Luc y cols., 2019). De la misma forma otros mecanismos dietéticos sugieren que el consumo
anormal de nutrientes, como dietas ricas en grasas o carbohidratos, siendo este tltimo el pilar
de nuestra investigacion, también son capaces de activar rutas que promueven el estrés
oxidativo (Ling-Tan y cols., 2018). Sin embargo para el caso de este trabajo la concentracion
de sacarosa al cinco % adicionada al agua de los animales no supone un reto para el
desbalance entre la creaciéon de ERO vy la capacidad de los animales a neutralizarlas. A pesar
de esto las crias si muestran una respuesta a las condiciones dietéticas de la madre que no
responde a su alimentacion en la etapa adulta, lo cual respalda la teoria de la programacion
fetal (Thompson y Al-Hasan, 2012). Otros trabajos han mostrado una relacion epigenética con
la apariciéon de EROS y ON en tejidos como el corazoén e higado (Giussani y cols., 2012;
Sokolovska J. y cols., 2015) e incluso una relacion terapéutica entre antioxidantes y salud
cardiovascular (Cambonie y cols., 2007). Desde la perspectiva dietética algunos trabajos
basados en dietas altas en grasa han demostrado estrés oxidante en las crias (Ito y cols., 2016;
Yan y cols., 2020). Sin embargo, hasta ahora esta investigacion representa una de las primeras
aproximaciones a las repercusiones dietéticas con sacarosa presente en el agua de los animales

con resultados positivos, en las que se analiza el estrés oxidante en la descendencia.

En resumen, si bien la dieta de los individuos en nuestro modelo durante su adultez, puede
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causar glucotoxicidad y en consecuencia mayor estrés oxidativo, no genera cambios
suficientes para considerarse significativos en ninguno de los pardmetros que fueron medidos
(expresion de GLUT1 y marcadores de estrés oxidante). Por el contrario, la dieta materna
repercute directamente sobre la descendencia en la cantidad de ERO, ya sea en la cantidad de
productos o la incapacidad de ser neutralizadas. Ademas, aunque GLUT1 podria ser una pieza
clave en el desarrollo de glucotoxicidad causada por la dieta y la consecuente generacion de
estrés, los resultados sugieren que no existe una relacion directa entre estos. Es decir, que la
glucotoxicidad puede estar mediada por otras moléculas de transporte como SWEETS o

diversas variedades de las propias proteinas GLUT, como la dos, cinco y ocho.
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8. Conclusiones

El consumo de sacarosa durante la gestacion no modifica el peso corporal de las ratas

gestantes.

El consumo de sacarosa durante la etapa prenatal (gestacion y lactancia) modifica el peso
corporal en la descendencia. Asi mismo el consumo de sacarosa durante la etapa posnatal
incrementa el peso corporal en la descendencia. La combinacién de ambos factores potencia

esta ganancia de peso.

La proteina transportadora de glucosa tipo 1 (GLUT1) fue expresada por hepatocitos
aleatorios del parénquima celular. En ambas condiciones la estandarizacién de la técnica no
releva que el factor prenatal o posnatal intervengan en las células que son capaces de

expresarla.

La proteina transportadora de glucosa tipo 1 (GLUT1) no sufre cambios significativos en su
expresion por la adicion de sacarosa en la dieta prenatal y posnatal. Esta proteina muestra en
patron heterogéneo de expresion en el parénquima hepatico y no se limita a un area o patron

especifico.

En el caso de las sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS), el consumo de sacarosa
durante la vida adulta no altera su expresion, mientras que el consumo de sacarosa durante las

etapas prenatales si lo hace.

La enzima glutation tampoco sufre cambios con el consumo de sacarosa durante las etapas
posnatales, caso contrario cuando el consumo ocurre en etapas prenatales, ya que este aumenta

su expresion.
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La enzima super oxido dismutasa (SOD) aumenta su expresion en las crias expuestas a
sacarosa durante las etapas prenatales. Sin embargo, la adicion de sacarosa en la vida adulta no

potencia ni genera cambios en la expresion.
Por ultimo, la enzima catalasa (CAT) no modifica su expresion por el consumo de sacarosa

durante la etapa adulta. Sin embargo, el consumo de sacarosa durante las etapas prenatales si

la incrementa.
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9. Perspectivas

Este trabajo analiza la expresion del transportador de glucosa tipo uno y marcadores de estrés
oxidante. En el primer caso, los analisis estadisticos nos muestra que no existen diferencias en
la expresion, lo que demuestra la ausencia de modificaciones epigenéticas a partir de la
adicion de sacarosa en el agua de los animales. En segundo caso, los marcadores inflamatorios
que fueron analizados si muestran diferencias, confirmando la activacion de mecanismos pro
oxidantes a partir de la dieta de las madres. Esto es sin duda, sumamente interesante a la hora
de plantear intervenciones nutricionales, incluso desde la gestacion, con el fin de garantizar la
salud de la descendencia. Ademas, estos resultados da pie a un mayor nimero de
investigaciones basadas principalmente los mecanismos adyacentes al estrés oxidante visto en

este trabajo.

Como en todas las investigaciones, existen limitaciones que pueden intervenir en los
resultados. En este trabajo hay cuatro limitaciones identificadas. La primera de ellas es el
tiempo de exposicion de los animales al estimulo. La segunda es el momento en el que se
tomo la muestra de tejido. La tercera se trata de las células hepaticas que fueron estudiadas.

Por ultimo la posibilidad de estudiar otras proteinas transportadoras.

Futuras exploraciones en el mismo campo podrian tener mayores aproximaciones a las
limitaciones planteadas en este trabajo. Es decir, el tiempo de exposicion podria verse
aumentado o disminuido ya sea en una etapas prenatales o posnatales. Asi mismo, la muestra
podria ser tomada en momentos distintos a los 121 dias, por ejemplo de un recién nacido o
durante la infancia de los animales. De la misma forma, podrian estudiarse otras células que
conforman al higado que pudieran estar relacionadas con los procesos inflamatorios, como las
células estrella o los linfocitos. Por ultimo, existe la posibilidad de tener modificaciones en
otras proteinas transportadoras de glucosa que el higado es capaz de expresar. Proteinas
ligadas de la misma forma a un metabolismo anormal de la glucosa o condiciones patoldgicas

especificas.
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Por ultimo, los hallazgos obtenidos en este trabajo aportan una base para futuras
investigaciones biomédicas y epigenéticas, lo que podria traer consigo una mejor comprension
de enfermedades contemporaneas y sus mecanismos adyacentes. Esto significa mas y mejores

aproximaciones clinicas que abarcan desde estrategias nutricionales prenatales hasta

intervenciones en la vida adulta.
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