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RESUMEN

El consumo de fructosa se ha asociado con el desarrollo de sindrome metabdlico. También se ha demostrado
que la ingesta de fructosa durante la gestacion puede provocar efectos perjudiciales en los descendientes (1).
Ademds, otros autores han descrito como la nutricion puede afectar al funcionamiento de las hormonas
tiroideas, las cuales estdn implicadas en diversas enfermedades metabalicas.

Por ello, se determinaron el efecto del consumo materno de fructosa durante la gestacion sobre el metabolismo
de las hormonas tiroideas en sus descendientes, y los efectos de la suplementacion de los descendientes con
distintas dietas (fructosa, tagatosa, fructosa con colesterol).

La tagatosa aumento los niveles plasmdticos de T4 libre y la expresion hepdtica de DIOT solamente en
descendientes de madres fructosa. Sin embargo, la expresion hepdtica de UCP2 mostr6 un perfil mds similar
a la de THRa.

En ileon y TAL los perfiles de expresion para DIOT y UCP estdn correlacionados y se ven afectados por el
consumo de fructosa (efecto dependiente de la ingesta materna). La adicion de colesterol a la dieta potencié
el efecto de la fructosa en ileon (para DIOT y UCP2).

Por tanto, el consumo materno de fructosa afecta al metabolismo de las hormonas tiroideas de la descendencia,
tanto en respuesta a una dieta rica en fructosa como a la asociacion de fructosa y colesterol (“ Western dief’).
Este trabajo pretende alertar a la poblacion, en especial mujeres embarazadas del papel relevante que ejerce
la nutricion, con posibles consecuencias negativas para la salud de sus hijos.

ABSTRACT

Fructose consumption has been associated with the development of metabolic syndrome. It has also been shown
that fructose intake during pregnancy can cause detrimental effects on offspring (1). In addition, other authors
have described how nutrition can affect the function of thyroid hormones, which are involved in various metabolic
diseases.

Therefore, we determined the effect of maternal fructose consumption during pregnancy on the metabolism of
thyroid hormones in their offspring and the effects of the supplementation with different diets (fructose, tagatose,
fructose with cholesterol) in the offspring.

Tagatose increased plasma free T4 levels and hepatic DIOT expression only in the offspring of fructose-fed mothers.
However, the hepatic expression of UCP2 showed a profile more similar to that of THRa.

In ileum and TAL, the expression profiles for DIOT and UCP are correlated and affected by fructose consumption
(effect dependent on maternal intake). The addition of cholesterol to the diet potentiated the effect of fructose in
ileum (for DIOT and UCP2).

Thus, maternal fructose consumption affects the metabolism of thyroid hormones in the offspring, both in response
fo a fructose rich diet and a combination of fructose and cholesterol ("Western diet").

This work aims to alert the population, especially pregnant women, of the relevant role of nutrition, leading to
possible negative consequences for the health of their children.
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1. INTRODUCCION

1.1. Fructosa

La fructosa es un monosacdrido que se encuentra de forma
natural en frutas, otros vegetales o en la miel. Sin embargo, durante
las Gltimas décadas su uso a nivel industrial ha experimentado un
aumento significativo, ya sea en forma de jarabe de maiz rico en
fructosa (JMAF) o sacarosa, para edulcorar multitud de alimentos
altamente procesados, refrescos y bebidas azucaradas. Por ello, la
fructosa se ha convertido en una de las principales fuentes de azicares
aiadidos en la dieta en paises desarrollados. Ademds, es importante
destacar que la ingesta diaria de azicares afiadidos en EE.UU. supera
la cantidad recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) (2018) (2).

EI JMAF se desarrolld y empez6 a producirse de forma
industrial en la década de 1960. En el mercado existen distintos tipos
de JMAF, siendo los mds utilizados el HFCS-42 y el HFCS-55, que
contienen un 42% y 55% de fructosa, respectivamente (3). Estos
JMAF se introdujeron en sustitucion de otros edulcorantes,
principalmente la sacarosa, que es un disacdrido formado por una
fructosa y una glucosa utilizado como endulzante tradicional. Las
ventajas del JMAF frente a la sacarosa son su elevada solubilidad en
alimentos procesados y un menor coste de produccion (4).

Todos estos factores han promovido un aumento
exponencial en el consumo de fructosa. Segin el Departamento de
Agricultura de EEUU, el consumo de JMAF aumentd >1000% entre
1970 y 1990 y en 2004 representaba >40% de los edulcorantes
caldricos en refrescos en EEUU. Aunque esta tendencia creciente hoy
en dia se estd atenuando (5).

1.2. Enfermedades relacionadas con el consumo de
fructosa

En las Oltimas décadas, el estilo de vida, el nivel

socioecondmico y los hdbitos higiénico-dietéticos han experimentado

D-Fructosa

. ANAl.ESI

RANF
www.analesranf.com ¥

cambios en la poblacion mundial que han promovido la adquisicion
de hdbitos poco saludables, un estilo de vida sedentario y una
occidentalizacion de la dieta. La dieta occidental o Western diet se
caracteriza por una ingesta alta de sal, azdcares anadidos y dcidos
grasos saturados (6), ademds de un bajo consumo de verduras y
frutas frescas (7,8).

Utilizando como valor de referencia el indice de masa
corporal (IMC), la OMS determing en 2016 que las tasas de
sobrepeso y obesidad se habian triplicado desde 1975, estimando
que el 39% de la poblacion mundial adulta padece sobrepeso y el
13% obesidad. Estos datos |ogicamente varian entre paises, siendo
EE.UU. el que encabeza lalista (9).

En multiples estudios epidemiolagicos se ha demostrado
que el aumento significativo del consumo de fructosa en forma JMAF
como edulcorante es un factor etioldgico y estd relacionado con el
aumento de la obesidad y alteraciones metabdlicas asociadas a una
respuesta inflamatoria y estrés oxidativo (10) o deterioro cardiaco
(11). Ademds, es un factor de riesgo potencial para el desarrollo de
enfermedades como el sindrome metabolico.

El sindrome metabélico (MetS) o sindrome X es un
conjunto de cinco factores clinicos y metabolicos de riesgo para la
salud como son la resistencia a la insulina o hiperglucemia,
dislipemia (hipertrigliceridemia), hipertension arterial, obesidad
abdominal y disminucion de colesterol en las HDL. Para el
diagndstico de MetS se requiere la presencia de al menos tres de
las cinco alteraciones anteriormente descritas. La presencia de
sindrome metabolico a su vez incrementa significativamente el
riesgo de enfermedades a largo plazo como la diabetes tipo Il o
enfermedades cardiovasculares (12, 13).

Por otra parte, el consumo de fructosa también se ha
relacionado con el desarrollo de la enfermedad del higado graso
no alcohdlico (NAFLD) ya que estimula la lipogénesis de novo y
aumenta el contenido de grasa hepdtica. Esta NAFLD se caracteriza

D-Tagatosa

Figura 1. Estructura de la D-glucosa, D-fructosa y D-tagatosa. En morado se sefialan la diferencia entre el grupo aldehido de la glucosa y el grupo ceto de la fructosa y
la tagatosa. En naranja se sefiala la diferencia en la conformacién espacial en el (4 quiral entre la fructosa y la tagatosa.
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por la acumulacion de triglicéridos hepdticos, puede conducir a
fibrosis hepdtica, cirrosis o carcinoma hepatocelular y, ademds,
también estd asociada al sindrome metabdlico (8,9).

1.3. Tagatosa

La tagatosa es una cetohexosa, epimero de la fructosa,
que tiene un aporte calorico menor a esta y que por ello, se utiliza
como edulcorante bajo en calorias en bebidas, yogures y dulces
dietéticos, entre otros (11). Tras la realizacion de estudios de
toxicidad y seguridad en humanos y otros animales, la tagatosa fue
declarada como una sustancia “Generalmente Reconocida Como
Segura (GRAS)" por parte de la FDA, lo que permitié su uso a nivel
industrial (14,15).

El poder edulcorante de la tagatosa equivale a un 92%
del de la sacarosa (16,17). Sin embargo, posee un indice glucémico
bajo y tiene un efecto hipoglucemiante si es administrada antes de
una ingesta oral de glucosa (14,18,19). Ademds, estudios previos
sugieren claramente que el consumo cronico de tagatosa no induce
las mismas alteraciones metabaélicas nocivas que las provocadas por
el consumo cronico de fructosa, como las relacionadas con el estrés
oxidativo y el efecto proinflamatorio selectivo (20). También se ha
demostrado que la exposicion cronica a la tagatosa produce una
menor susceptibilidad del miocardio a lesion por I/R
(Isquemia/Reperfusion) en comparacion con la fructosa (11).

1.4. Estructura y metabolismo de la fructosa, glucosa y
tagatosa

La glucosa, la fructosa y la tagatosa comparten el mismo
peso molecular y formula quimica. Sin embargo, su conformacion
estructural es distinta (Figura 1). La fructosa es un isdmero
estructural de la glucosa y difieren en su grupo carbonilo. Mientras
que la fructosa presenta un grupo cetona en el Carbono nimero 2,
la glucosa presenta un grupo aldehido en el carbono nimero 1. Por
otro lado, la tagatosa es un epimero de la fructosa que cambia su
configuracion espacial en el cuarto carbono, que es quiral.

Pese a que los tres monosacdridos presentan una
conformacion similar (Figura 1), sus diferencias estructurales
condicionan distintas vias de absorcion a través del intestino y,
ademds, distintas vias de metabolizarse en el organismo (Figura
2).

En primer lugar, la glucosa se absorbe a nivel intestinal
en los enterocitos a través de SGLT1, que es un cotransportador
sodio-glucosa localizado en la membrana apical y que es
dependiente de un gradiente de sodio generado por una Na™-K ™
ATPasa. Una vez pasa a circulacion mediante GLUT2 se distribuye
a distintos tejidos, donde se va a llevar a cabo la lucolisis para
metabolizar la glucosa a dos moléculas de piruvato  generar ATP,
La primera reaccion de esta ruta estd catalizada por una
hexoquinasa que fosforila la glucosa en la posicion 6 utilizando ATP.

Figura 2. Ruta metabdlica y absorcion de la D-glucosa, D-fructosa y D-tagatosa en el organismo. La via de color naranja corresponde a la via metabdlica de la glucosa,
la via de color morado al de la fructosa y la via de color rosa al de la tagatosa. Las enzimas estdn sefialadas en un recuadro azul en cursiva y los transportadores de

glucosa y fructosa en un recuadro rojo. Figura creada con BioRender.com
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Esta reaccion estd muy desplazada hacia la formacion de G6P y se
considera irreversible, esto hace que sea un punto de regulacion de
la ruta, aunque no el principal.

La segunda reaccion la lleva a cabo la glucosa fosfato
isomerasa, transforma a la glucosa 6-P en fructosa-6-P. A
continuacion, este azicar vuelve a fosforilarse en el primer carbono
para dar lugar a la fructosa-1,6-bifostato gracias a la accion de la
enzima PFK1 (fosfofructoquinasa 1), cuya reaccion es irreversible y
es el punto principal de regulacion de la glucdlisis ya que se inhibe
por ATP (producto de la via glucolitica) y por citrato (infermediario
del ciclo del dcido citrico, CAC). A partir de aqui, la fructosa-1,6-
bifosfato se escinde en dihidroxiacetona fosfato (DHP) y
gliceraldehido-3-fosfato (GAP) por una aldolasa. Pese a que la
reaccion no estd favorecida energéticamente, el hecho de que el
GAP se use inmediatamente tras la escision hace que la reaccion
esté favorecida hacia la ruptura de la fructosa-1,6-bifosfato. El
gliceraldehido-3-fosfato posteriormente se convertird en piruvato
tras una serie de reacciones (21, 22) (Figura 2).

Por otro lado, la fructosa se absorbe en el intestino a
través del transportador GLUT 5, el dnico transportador especifico
para la fructosa sin capacidad para transportar glucosa o galactosa
(23, 24). Accede a la circulacion sistémica gracias a través de la
membrana basolateral gracias a GLUT2, al igual que la glucosa.
Cuando la fructosa llega a los distintos tejidos se metaboliza de
forma distinta a la glucosa, mediante la fructolisis, que se limita
principalmente al higado, no como la glucdlisis que se lleva a cabo
en todas las células del organismo, aunque comparte enzimas e
intermediarios metabolicos con esta.

La primera reaccion que experimenta la fructosa en su
metabolismo a través de la fructolisis es la fosforilacion a fructosa-
1-fosfato a través de una cetohexoquinasa (KHK), conocida también
como fructoquinasa en el higado. Esta fructosa-1-fosfato a través
de la aldolasa B se escinde en dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y
gliceraldehido (GA). Tanto la DHAP como el GA se pueden
metabolizar mediante una via compartida con la glucélisis a
gliceraldehido-3-fosfato (GA3P). Por otra parte, el GA se puede
reducir y fosforilar para dar lugar al glicerol-3-fosfato (G3P), que
sirve de sustrato para la sinfesis de lipidos o transporte de
equivalentes reductores a las mitocondrias a través de la lanzadera
de G3P (25, 26).

Ademds, la fructosa en los tejidos extrahepdticos puede
introducirse en la glucdlisis fosforilindose a F6P a través de una
hexoquinasa, saltdndose el primer punto de regulacion de la via
glucolitica. No obstante, en su via metabdlica mayoritaria a través
de la cetohexoquinasa (KHK) o fructoquinasa se salta ademds el
punto principal de regulacion de la glucolisis, catalizado por la PFK1,
enzima limitante de velocidad de la via glucolitica y regulada, tanto
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por altos niveles de ATP como de citrato (26). La KHK es una enzima
presente sobre todo en intestino e higado y, por tanto, la fructdlisis
es una via fipica en esos tejidos, mientras que la otra ruta alternativa
del metabolismo de la fructosa es mds habitual en el resto de los
tejidos extrahepdticos (Figura 2).

Por tltimo, de la tagatosa ingerida por via oral se absorbe
aproximadamente un 20% y se metaboliza principalmente a través
del higado (17, 19). La tagatosa a la hora de metabolizarse sigue
la misma via que la fructosa (27), se transforma a tagatosa-1-fosfato
(T1P) a través de la fructoquinasa, y, del mismo modo, la aldolasa
B hidroliza la tagatosa-1-fosfato a gliceraldehido y dihidroxiacetona
fosfato (Figura 2).

Aligual que la fructosa-1-fosfato, el aumento de tagatosa-
1-fosfato actia como activador de la glucoquinasa (la hexoquinasa
de la glucdlisis hepdtica), lo que conlleva una mayor transformacion
de glucosa a glucosa-6-fostato y esto activa adn mds a la glucdgeno
sintasa. Asi mismo, hay estudios que sugieren que la tagatosa-1-
fostato, de forma similar a la fructosa-1-fosfato, inhibe a la
glucdgeno fosforilasa. De tal forma que la presencia tanto de
fructosa-1-fosfato como de tagatosa-1-fosfato aumenta la sintesis
de glucdgeno y disminuye su utilizacion (27).

1.5. Hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas son esenciales para el correcto
desarrollo, crecimiento, diferenciacion celular o regulacion
metabolica del organismo (28). La glandula tiroides es la encargada
de la produccion de las hormonas tiroideas. Esta gldndula consta
de foliculos en los que la hormona se sintetiza a través de la adicion
de yodo a residuos de tirosina de la tiroglobulina (29). Asi se
producen y liberan tanto triidotironina (T3) como tiroxina (T4), todo
ello regulado por la hormona de la hipdfisis estimuladora del
tiroides o TSH. La mayoria de la T4 producida por la gldndula
tiroides circula en sangre unida a una proteina transportadora (TGB,
del inglés Thyroxine-binding globulin), y solo una pequefia fraccion
circula libre. Esta pequeiia proporcion de hormona libre regula
mediante un mecanismo de feedback negativo la secrecion de TSH
(30, 31).

La accion molecular y unidn a los receptores nucleares de
hormonas tiroideas (THR) estd intimamente relacionada con la
cantidad de hormona activa disponible, tanto a nivel plasmatico
como ya luego a nivel tisular. El transporte de la T4 libre circulante
al interior celular se produce principalmente a través de varios
receptores de la familia del transportador de monocarboxilatos,
como MCTP8 o MCTP10 (32), receptores OATP (transportador de
aniones orgdnicos) o LAT (transportadores de aminodcidos de tipo
L) (33). Una vez en el interior, la T4 se transforma en la forma activa
de la hormona tiroidea, la T3, a través de las enzimas desyodasas
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(eninglés deiodinases) (DIO) (34, 35). De estas enzimas hay varios
tipos, siendo la DIOT y, sobre todo, la DI02 las encargadas de la
activacion de las hormonas tiroideas, mientras que la DIO3 parece
que tiene mds bien un papel de degradacion y inactivacion de dicha
hormona (28).

Entre las moltiples acciones de la hormona tiroidea activa
(T3) se encuentra su participacion en la regulacion de la
transcripcion de moltiples genes. La T3 se une a su receptor
especifico THR (que puede ser de tipo alfa o beta), el cual queda
activado para ejercer su papel de factor de transcripcion, uniéndose
al promotor de sus genes diana (los que tengan la secuencia TRE,
elemento respuesta a hormonas tiroideas) y regulando asi su
expresion (Figura 3). De entre esos genes diana y en los que se ha
centrado este estudio, se encuentran las proteinas desacoplantes o
UCP2 y UCP3 (del inglés Uncoupling Protein). Las proteinas
desacoplantes o termogeninas estdn localizadas en la membrana
mitocondrial interna y actan como mecanismo de regulacion
mediante el cual la energia se utiliza para generar calor y/o evitar
la saturacion de la cadena respiratoria. En concreto, la mayoria de
los autores proponen que UCP2 y UCP3 actban regulando la
cantidad de ATP disponible en las células, el flujo de electrones en
la cadena respiratoria, la produccion de ROS mitocondriales, asi
como también protegen contra el dafio celular y disminuyen la
secrecion de insulina (36, 37). Todo el proceso descrito anteriormente
desde la hormona inactiva T4 libre en plasma hasta la expresion de
UCP se describe en la Figura 3.

Diversos estudios han demostrado que la nutricion puede
influir en la fisiologia del tiroides. Asi, por ejemplo, una dieta rica
en grasa (HFD, del inglés High Fat Dief) provoca cambios en el perfil
lipidico, el funcionamiento del tiroides e incluso en su morfologia.
Es mds, dietas con un elevado contenido en carbohidratos también
parecen afectar al funcionamiento de las hormonas tiroideas y a sus
niveles en sangre (38).

1.6. Programacion fetal

La hipotesis acerca de la programacion fetal la
propusieron Barker y Hales en 1992 (39), donde se postula que la
susceptibilidad a las enfermedades crénicas de un adulto se presenta
en respuesta a un entorno adverso nutricional prenatal y/o
perinatal. Esta hipotesis ha sido apoyada por miltiples estudios
epidemioldgicos (40).

La programacion fetal es un proceso mediante el cual
diversos factores ambientales, genéticos y el ambiente nutricional
intrauterino recibido durante el desarrollo embrionario y fetal van
a determinar el desarrollo posterior de enfermedades en la edad
adulta. Estos factores pueden dar lugar a alteraciones
estructurales, fisioldgicas y metabolicas permanentes durante el
desarrollo y en la edad adulta de la descendencia (41). Hay estudios
que afirman y constatan que el consumo de fructosa durante el
embarazo produce un fenotipo programado que conlleva efectos
perjudiciales en la descendencia (42).

Figura 3. Proceso de activacién de la transcripcion de UCP2/3 a partir de la T4 libre en plasma. La T4 libre se introduce en la célula a través de transportadores (MTC8,
MTC10 y OATP), se activa por DIOT a T3. La T3 accede al ndcleo celular, se une al receptor (THRa) que forma un dimero con el receptor RXR (receptor X refinoide), los

cuales se unen a la region TRE del gen diana y activan su transcripcion.
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Esta exposicion a factores ambientales y del entorno
materno puede provocar, a través de la programacion fetal, cambios
epigenéticos que conducirdn a alteraciones en la expresion de
algunos genes. Es mds, es importante resaltar que la programacion
fetal permanece activa generacion tras generacion cuando la
exposicion al factor de estrés ocurre durante periodos criticos de la
vida, como el embarazo y la lactancia (43).

2. OBJETIVOS

Con los antecedentes previamente descritos, quisimos
averiguar si habia un componente nutrigenomico que afectara a la
funcionalidad y metabolismo de las hormonas tiroideas, para lo
cwal evaluamos el efecto de diversas dietas: fructosa, tagatosa y
Western diet. Ademds, con el fin de estudiar la posible implicacion
de la programacion fetal, nos planteamos determinar si los efectos
observados eran dependientes de la dieta materna.

Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Estudiar i la ingesta de fructosa durante 21 dias en ratas
tiene algun efecto sobre la concentracion de T4 libre en
el plasma y, en consecuencia, sobre la expresion génica
de la desyodasa y los genes diana de la hormona
tiroidea: UCP2 y UCP3 en higado, tejido adiposo lumbar
e ileon.

2. Evaluar si la ingesta de tagatosa genera los mismos
efectos que la fructosa en la ruta descrita en el apartado
anterior, para comprobar si los efectos observados son
especificos de alguno de estos 2 azdcares.

3. Deferminar si la ingesta de una dieta Western (u
occidental) (rica en fructosa y colesterol) induce los
mismos efectos que la ingesta de fructosa sola en la ruta
mencionada en el primer objetivo, para comprobar si la
presencia de colesterol potencia los efectos provocados
por la fructosa.

4. Valorar i los efectos observados estdn influenciados por
la dieta materna y, por lo tanto, implican la intervencion
de procesos de programacion fetal. Para ello, a las
madres de los animales utilizados en los tres anteriores
apartados se les suministrd en la gestacion agua sin
aditivos o agua suplementada con fructosa.

3.  MATERIALY METODOS

3.1. Disefo experimental

El disefio experimental que se llev a cabo se detalla a
continuacion (Figura 4). Ratas Sprague-Dawley se aparearon y una
vez se constatd el inicio de la gestacion, las hembras (generacion
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FO) recibieron una dieta estdndar y se separaron en dos grupos
seg0n la bebida administrada durante este periodo. Uno de los
grupos, el grupo de madres-Control, recibio agua sin ningin aditivo,
mientras que el ofro grupo de ratas gestantes, grupo de madres-
Fructosa, recibio agua con una solucion de fructosa al 10% p/v.
Tras el parto, tanto la madre como los descendientes
recibieron en la bebida agua sin ningdn aditivo en ambos grupos
hasta el inicio de la segunda parte del estudio (a los 3 meses de
edad). Solo se prosiguid el estudio con los descendientes macho
(generacion F1). A los 3 meses de edad todos los descendientes,
procedentes tanto de madres-control como de madres-fructosa, se
separaron en cuatro grupos en funcion de la dieta recibida:

- Grupo Control: recibieron una dieta solida estdndar y
agua sin ningdn aditivo.

- Grupo de Fructosa: recibieron una dieta sdlida
estdndar y agua con una solucion de fructosa al 10%
piv.

- Grupo de Tagatosa: recibieron una dieta solida
estdndar y agua con una solucion de tagatosa al 10%
piv.

- Grupo de fructosa y colesterol: recibieron una dieta
solida estandar suplementada con un 2% de colesterol
y agua suplementada con fructosa al 10% p/v (Figura
4).

Asi, se obtuvieron un total de 8 grupos experimentales
(Figura 4). La primera letra de cada grupo indica el tratamiento
recibido por las madres y la segunda letra el tratamiento recibido
por los descendientes. Tras 21 dias de tratamiento las ratas fueron
sacrificadas. La sangre se recogio en tubos Vacutainer® con EDTA-
K2. Para la obtencion del plasma s centrifugaron las muestras de
sangre (20 min, 3000rpm, 4°C), se repartieron en diferentes
alicuotas y se almacenaron a -80°C hasta el momento de la medicion
de los pardmetros. Los tejidos obtenidos fueron congelados en
nitrogeno liquido tras su obtencion y se almacenaron a -80°C hasta
el momento de la medicion de los pardmetros correspondientes.

3.2. Ensayos de pardmetros plasmaticos
3.2.a. Determinacion de T4 libre en plasma

La determinacion cuantitativa de la T4 libre en plasma se
hizo con un kit de NovaTech (Immundiagnostica GmbH), que
permite la deteccion mediante un método inmunoenzimdtico y
colorimétrico de T4 libre, tanto en suero como en plasma. Este
profocolo se basa en la realizacion de un ELISA, que en este caso
era tipo sandwich.

Para ello se pipetearon en cada pocillo 50uL de cada
muestra, 6 soluciones estdndar a diferentes concentraciones (A: 0.0
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ng/l; B: 3.0 ng/l; C:9.5 ng/l; D: 21.0 ng/I; E: 36.0 ng/I; F: 70 ng/l)
y de control, a los que se afiadieron posteriormente 100u.L de
reactivo conjugado (T4-HRP). A continuacion, se incubd la mezcla
de reaccion Th a 37°Cen oscuridad. Tras el tiempo de incubacion se
lavo cada poillo tres veces con 300 L de una solucion de lavado.
Seguidamente, se afiadieron 100u.L de solucion sustrato (TMB) y
se incubd en oscuridad a 20-25°C durante 15 minutos, tras los cuales
se aiiadio una solucion de parada. Por Gltimo, se midio la
absorbancia a 450 nm en un lector de placas SpectroStar Nano (BMG
Labtech, Alemania).

Con la absorbancia obtenida de los estandares se realizo
una recta de calibrado a partir de la cual se interpolaron las
absorbancias de las muestras y el control.

3.3. Ensayos de pardmetros moleculares
3.3.a. Homogeneizacion de los tejidos y extraccion de
ARN
Para la homogenizacion de los fejidos se pesaron 100mg
de muestra a los que se les afiadid Tri Reagent® (Invitrogen,
ThermoFisher, EEUU) y se llevd a cabo la homogeneizacion
mediante la utilizacion de un Tissuelyser LT (Qiagen, EEUU).
Se centrifugd posteriormente el homogenado (10 min, 16000g,
4C°). A continvacion, para aislar el ARN se utilizd
bromocloropropano y se volvieron a centrifugar las muestras (10
min, 16000g, 4C°) pudiendo asi extraer el ARN que quedé disuelto
en la fase acvosa.
3.3.b. Purificacion del ARN. Cuantificacion,
determinacion del grado de pureza e integridad del
ARN. Tratamiento con DNasa
as la extraccion, el ARN se purificd mediante el kit
Ribopure ~ (Invitrogen, ThermoFisher, EEUU). Para llevar a cabo
la cuantificacion del ARN obtenido se utilizo un NanoDrop® One

(ThermoFisher, EEUU). Ademds, se determin el grado de pureza
del ARN extraido por duplicado teniendo en cuenta los siguientes
pardmetros:

- Relacion de absorbancias a 260 y 230nm para detectar
una posible contaminacion de la muestra con solventes
orgdnicos.

- Relacion de absorbancias a 260 y 280nm para evaluar
una posible contaminacion con proteinas.

El grado de pureza de las muestras se considerd dptimo
cwando la relacion de absorbancias se encontraba en el intervalo
1.8-2.0. La infegridad del ARN obtenido se determind mediante una
electroforesis (90V, 20 min) en gel de agarosa al 2% tefiido con
Midori Green Advance (Nippon Genetics) y para ello se cargaron
500 ng de ARN con tampon de carga y agua, en los que se
observaron las bandas correspondientes al ARN ribosomal (18S y
28S), tal y como se observa en la (Figura 5).

Para retirar las posibles trazas de ADN contaminante y
evitar asi que interfiera en los posteriores andlisis, se llevo a ca 2
un tratamiento con DNasa, mediante el kit Turbo DNA-free
(Invitrogen, ThermoFisher, EE.UU.) y se determing de nuevo la
concentracion de ARN tras el tratamiento, siguiendo el profocolo
mencionado anteriormente. Se realizd posteriormente una PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) para comprobar la ausencia
de ADN en las muestras utilizando los cebadores de un gen
constitutivo: el RPS29.

3.3.c. Retrotranscripcion

Para realizar los ensayos de expresion génica requeridos
en este estudio fue necesario obtener el ADN complementario
(ADNc) a partir del ARNm, para lo cual se llevé a cabo una
retrotranscripcion utilizando el kit SuperScript® Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen, EEUU) y un Termociclador iCycler (BioRad,
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Figura 5. Comprobacion de la integridad del ARN obtenido mediante eleciroforesis
en gel de agarosa. Bandas correspondientes al ARN ribosomal 18S y 28S.
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Figura 6. Comprobacion de la funcionalidad del (ONA mediante eleciroforesis en
gel de agarosa. Bandas correspondientes al producto de amplificacién de los ce-
badores correspondientes a RPS29.

EEUU). Para ello se utilizaron 2,5 ng de ARN tratado con DNasa en
muestras de higado e ileon y 1 ng de ARN en muestras de tejido
adiposo. Se comprobd la funcionalidad del ADNc obtenido mediante
una PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) utilizando cebadores
del gen RPS29 como referencia y una electroforesis posterior (Figura
6).
3.3.d. Estudio de la expresion génica

Se utilizo la técnica de PCR a tiempo real o Q-PCR para
el estudio de la expresion génica. La PCR a tiempo real permite
tanto el andlisis cualitativo como cuantitativo simultdneo de las
muestras. Para ello emplea la medida de la fluorescencia en cada
uno de los ciclos de amplificacion ya que el ADN amplificado en cada
ciclo queda marcado con SyBR- Green |, un fluoréforo especifico de
ADN bicatenario, siendo la fluorescencia proporcional a la cantidad
de producto amplificado (44).

3.3.1.a. Diseiio de primers

Los cebadores (primers) se disefiaron utilizando el
programa Primer Blast estableciendo los siguientes pardmetros: un
tamaiio de 100 a 300 pb de producto de amplificacion y una Tm de
60°C. La secuencia de los cebadores se comprobo mediante el
programa Beacon Designer. Se verifico que los cebadores eran
vdlidos buscando si amplificaban de forma especifica, tanto el primer
Forward como el primer Reverse, en la secuencia FASTA del gen
correspondiente. La secuencia de los cebadores utilizados se muestra
enlatabla 1.

3.3.2.a. Recta de calibrado
El estudio de la expresion génica y cuantificacion del ADNc
requiere de una recta de calibrado en la que interpolar los valores
obtenidos posteriormente en los ensayos de las muestras. Para ello,
a partir de concentraciones conocidas del ADNc diana, se realizaron
diluciones seriadas 1/10 (50, 5, 0.5 y 0.05 ng/uL). La eficiencia de
los primers (E) se calculé a partir de los Cp de la recta de calibrado
obtenida y se realizé una electroforesis en gel de agarosa para
comprobar que el tamafio del producto de amplificacion era el
esperado y no se observaban productos secundarios (Figura 7).
Ademds, se pudo verificar la amplificacion de la secuencia
diana mediante la determinacion de su Tm (temperatura de fusion)
ya que este pardmetro depende de la longitud del producto de
amplificacion y el porcentaje de GC.
3.3.3.a Protocolo PCR a tiempo real para la
cuantificacion de la expresion génica
La PCR a tiempo real se llevo a cabo en un Termociclador
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad, EEUU) con
los cebadores descritos anteriormente. Para ello se utilizo una
dilucion 1/30 de ADNc en muestras de higado e ileon y una dilucion
1/5 en muestras de tejido adiposo lumbar (TAL) alcanzando asi una
concentracion proxima a 5ng/ul con el fin de asegurar que los
valores de Cp se encontrasen dentro de la recta de calibrado y no
superasen valores superiores a 33 ciclos, a partir de los cuales hay
probabilidad de que amplifiquen productos inespecificos y se pierde
eficiencia.

Tabla 1. Secuencia de los primers (cebadores) F y R de los genes DIOT, THRAT, UCP3 y UCP2 con su procedencia.

Gen Primer Forward Primer Reverse Procedencia
DIO1 CTGGTTCGTCCTGAAGGTCC | TCCACGTTGTTCTTAAAAGCCC | Primer BLAST
THRA1 CCTTGCTCAGCTCGGTCCA CAGCCTTTCACACCATGCCC | Primer BLAST
UCP3 GCCCCACAGCCTTCTACAAA CCGCAGTACCTGGACTTTCA | Primer BLAST
uUcpP2 ATGACAGACGACCTCCCTTG GAAGGCATGAACCCCTTGTA | Primer BLAST
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa de las rectas de calibrado de DIOT, UCP2 y UCP3.

Para cada muestra, los volimenes de reactivos afiadidos
fueron: 6mL de agua mili-Q estéril, TuL de cebador F (10.M), TulL
de cebador R (101M), 2uL de muestra de ADNcy 10uL de SuBR
Green Premix Ex Taq (Takara Bio Inc., Japén). La cuantificacion de
la expresion génica se basa en el método 2-DCt 0 método de Paffl
(45). Para el cdlculo se utilizo RPS29 como gen de referencia, cuya
expresion no varia en funcion de las condiciones experimentales. En
el caso del tejido adiposo el gen de referencia utilizado fue el HPRT1.

3.4. Andlisis estadistico

En el andlisis estadistico los resultados se expresaron como
media = error estdndar (S.E.) y corresponden a 7-8 animales por
grupo. Los efectos del tratamiento fueron analizados mediante
andlisis de varianza de doble via (ANOVA). Cuando las diferencias
fueron estadisticamente significativas (p<<0,05) se analizaron
mediante la correccion de Bonferroni para identificar la significancia
de cada una de las varianzas. Toda la deferminacion estadistica se
realizd utilizando el programa informdtico SPSS (version 27).

Asi, los resultados estadisticamente significativos se indican:

* Con almohadillas (#) si se presentan diferencias
estadisticamente significativas (# P<0.05; ##
P<0.01; ### P<0.001) entre los descendientes
tratados con la misma dieta durante su edad adulta (21
dias), pero procedentes de madres tratadas con diferente
dieta durante la gestacion (Factor madre: M; Madres
control vs. Madres fructosa).

o (on asteriscos (*) si se presentan diferencias
estadisticamente significativas (* P<0.05; ** P<0.01;
*** P<0.001) entre los descendientes tratados con
diferente dieta durante su edad adulta (21 dias), pero
procedentes de madres tratadas con la misma dieta
durante la gestacion (Factor dieta: D).

* El valor de n2 determina la proporcion de varianza
atribuida a la influencia de la madre (M), de la dieta en
la descendencia (D) o a la interaccion entre ambos
pardmetros (M*D).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Para facilitar la organizacion y el andlisis de los resultados
se han dividido en dos estudios segin la dieta de la descendencia
en la edad adulta (fructosa versus tagatosa; fructosa versus Western
diet) y el tejido implicado (higado, ileon y TAL).

4.1. Efectos de la fructosa vs tagatosa
4.1.0. T4 libre en plasma

La Tabla 2 muestra los resultados del andlisis estadistico
de varianza de doble via (ANOVA) en cuanto a la concentracion de
T4 libre en plasma. Se puede observar que hay diferencias
estadisticamente significativas (p=0,009) en funcion de la dieta
recibida por la descendencia (machos F1).

Tras la correccion a posteriori de Bonferroni, se muestran
los datos obtenidos de la T4 libre en plasma en la Figura 8. Se
observa que hay diferencias estadisticamente significativas de los
niveles de T4 libre en plasma entre los descendientes macho que
tomaron fructosa en el agua de bebida (FF) frente a los que

Tabla 2. ANOVA de doble via T4 libre en plasma fructosa vs tagatosa.
P valor: indica la probabilidad de obtener un valor tan o mds extremo
al observado, partiendo de la suposicion de la igualdad de efecto que
marca la hipdtesis nula. n2: defermina la proporcion de varianza
atribvida a la influencia de la madre (M), a de la dieta en la
descendencia (D) o a la inferaccion entre ambos pardmetros (M*D).

Fructosa vs Tagatosa

P n2
MADRE 0,131 0,064
DIETA 0,009 0,236

MADRE*DIETA 0,498 0,039
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Figura 8. Concentracion (ng/L) de T4 libre en plasma de machos F1 tras los 21 dias de tratamiento (barra azul: agua-C; barra narania: fructosa-F; barra verde: taga-
tosa-T). Las barras mds claras pertenecen a los machos F1 descendientes de madres control (recibieron agua sin aditivos durante la gestacion), mientras que las oscuras
pertenecen a machos F1 descendientes de madres fructosa (recibieron fructosa como tratamiento en el agua de bebida durante la gestacion). Los datos presentados son
las medias =+ error estdndar (S.E.). El simbolo * indica diferencias estadisticamente significativas enire dietas, y el # entre la ingesta materna.

recibieron tagatosa (FT), siendo la dieta de la madre la misma
(Madres-Fructosa). Asi, el grupo de descendientes que ingiri6
tagatosa (FT) mostré un aumento significativo frente al
suplementado con fructosa, pero sin alcanzar valores significativos
frente a los que fomaron agua sin aditivos (FC). Curiosamente, en
los descendientes de madres control no se observaron diferencias
significativas entre los tres grupos dietéticos. Estos resultados indican
que la ingesta de tagatosa y no de fructosa aumenta la concentracion
de hormona T4 libre en plasma y que, ademds, es un efecto
dependiente de la dieta materna.

Estudios anteriores han descrito que la ingesta de fructosa
puede disminuir la captacion de T4 por el higado, con lo que habria
un incremento en plasma, y ese efecto podria estar relacionado con
el aumento de norepinefrina observado tras una dieta rica en
carbohidratos (46). Ademds, sugieren que la captacion tisular de T4
puede estar regulada por las reservas de energia intracelular,
afectando al metabolismo y disponibilidad de la hormona, dado que
parece ser que hay dependencia de ATP por parte del higado en el
transporte de yodotironinas (47). Sin embargo, en el presente estudio
no se han observado cambios de T4 libre en plasma dependientes
del consumo de fructosa y, por el contrario, el aumento que se ha
observado se ha producido por la ingesta de la tagatosa, lo cual no

estd descrito en la bibliografia y menos que sea dependiente de la
dieta materna. Esta falta de efecto mediado por la ingesta de fructosa
puede deberse a que los resultados descritos por Hallfrisch et al. en
1983 fueron obtenidos tras un tratamiento a corto plazo y quizds
estos efectos no se produzean a largo plazo, por lo que seria necesario
realizar mds trabajos en este dmbito.

4.1.b. Higado

El andlisis de varianza ANOVA de doble via realizado sobre
la expresion de DIOT en el higado (Tabla 3) muestra que se
encuentran diferencias estadisticamente significativas (p=0,012)
debidas a la influencia de la dieta recibida por la madre en la
gestacion (M). También hay diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a la expresién de THRa (p=0,008) en funcin de la dieta
recibida por la descendencia (D). Ademds, se muestran diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de UCP2 (p=0.023)
por la influencia de la dieta recibida por la descendencia (D).

La expresion génica analizada en el higado tras la
correccion de Bonferroni (Figura 9) muestra un perfil muy similar en
DIOT al encontrado para los niveles plasmdticos de T4 (Figura 8),
esto es, el mayor nivel de expresion se observa en los hijos de madres-
fructosa que consumieron tagatosa (FT), sin alcanzar valores

Tabla 3. ANOVA de doble via expresion génica de DIO1, THRa y UCP2 en higado. P valor: indica la probabilidad de obtener un valor tan o
mads extremo al observado, partiendo de la suposicion de la igualdad de efecto que marca la hipdtesis nula. n2: determina la proporcion de
varianza atribuida a la influencia de la madre (M), a de la dieta en la descendencia (D) o a la interaccion ent re ambos pardmetros (M*D).

P n2
MADRE

DIETA

0,012 0,166 0,465
0,198 0,088 0,008 0,241 0,023 0,205
MADRE*DIETA 0,740 0,017 0,924 0,004 0,131 0,116

P n2 p n2
0,015 0,771 0,003
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significativos con respecto a los descendientes que consumieron
fructosa o agua sin aditivos. Si que existen diferencias
estadisticamente significativas entre ese grupo FT y los descendientes
de madres control que también tomaron tagatosa (CT). Asi, se
observa que la fagatosa aumenta la expresion de DIOT hepdtica
cwando la madre consumio fructosa durante el embarazo, lo que
coincide con el aumento de la T4 libre en el mismo grupo, y este
efecto no se observa con el consumo de fructosa ni en los
descendientes de madres control (Figura 9). Ello indicaria que en
ese grupo FT no sdlo estd aumentada la T4 en plasma sino también
su activacion a T3 en el higado y hay un efecto claro de
programacion fetal.

En cuanto a la expresion del receptor de hormonas
tiroideas (THRa), la ingesta de fructosa provocd una clara
disminucion, tanto en los descendientes de madres-control (CF)
como en los provenientes de madres-fructosa (FF) en comparacion
con los restantes grupos experimentales, si bien estas diferencias
solo llegaron a ser estadisticamente significativas en los hijos de
madres control suplementados con fructosa (CF) frente a los que
consumieron tagatosa (CT) (Figura 9).

Curiosamente, al estudiar la expresion de UCP2, gen
diana de las hormonas tiroideas, el perfil observado era mds
parecido al del propio receptor THRa que al de la T4 en plasma o a
la expresion de la DIOT. Estos resultados refuerzan la hipdtesis
planteada por algunos autores que defiende que DIOT es una
enzima que activa las hormonas tiroideas, pero mds con una funcion
sistémica y circulatoria (porque trabaja a nivel de membrana) que
a nivel del propio tejido donde se encuentra (que ahi seria DI02 la
mds importante) (31).

Ademds, otros autores han descrito que la sefializacion
mediada por hormonas tiroideas puede ocurrir sin que estas
hormonas activen al receptor y, en esos casos, la modulacion de los
genes diana es conseguida por una mayor o menor presencia del
THR correspondiente (48).

4.1.c. ileon

Tras el andlisis estadistico (ANOVA de doble via) realizado
sobre los genes (Tabla 4) se observaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la expresion de UCP2 en ileon por el efecto
del tratamiento de la madre recibido durante la gestacion (M;
p=0,021) y por el efecto de la interaccion entre ambos tratamientos
(M*D; p=0,043).

Los resultados obtenidos tras la correccion de Bonferroni
se muestran en la Figura 10. En cuanto a los resultados de la
expresion génica medidos en el ileon se observa que, tanto DIO1
como UCP2 presentan perfiles muy similares. Asi, en DIOT existen
diferencias estadisticamente significativas entre los hijos que
tomaron fructosa en el agua de bebida, siendo descendientes de
madres que recibieron Gnicamente agua (CF) durante su gestacion
y los hijos de madres que recibieron fructosa en el agua de bebida
(FF). Las diferencias estadisticamente significativas en la expresion
de UCP2 se vuelven a observar entre los mismos grupos: CF y FF.

En el ileon se observa que, mientras que la tagatosa no
produce cambios significativos en la expresion génica, la fructosa
disminuye la expresion tanto de DIOT y UCP2 en los descendientes
de madre fructosa, pero no asi en los descendientes de madre
control.

Por tanto, la expresion génica en ileon si que se ve
afectada por la fructosa. En este caso se observa que los
descendientes de madre fructosa que tomaron fructosa durante 21
dias presentan una disminucion de la expresion de DIOT, que va
relacionada con la consecuente disminucion de la expresion de UCP2
y no con lo observado en la T4 plasmatica (Figura 8).

4.1.d. Tejido adiposo lumbar (TAL)
Por iltimo, se estudio la expresion génica en el fejido
adiposo lumbar. El tratamiento de los resultados mediante el andlisis
de varianza ANOVA de doble via (Tabla 5) mostrd que existen
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Figura 9. Expresion génica de DIO1, THRa y UCP2 en higado de machos F1 tras los 21 dias de tratamiento (barra azul: agua-C; barra naranja: fructosa-F; barra verde:
tagatosa-T). Las barras mds claras perfenecen a los machos F1 descendientes de madres control (recibieron agua sin aditivos durante la gestacion), mientras que las
oscuras pertenecen a machos F1 descendientes de madres fructosa (recibieron fructosa como tratamiento en el agua de bebida durante la gestacion). Los datos presentados
son las medias + error estdndar (S.E.). El simbolo * indica diferencias estadisticamente significativas entre diefas, y el # entre la ingesta materna.
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Tabla 4. ANOVA de doble via expresion génica DIO1 y UCP2 ileon. P
valor: indica la probabilidad de obtener un valor tan o mds extremo
al observado, partiendo de la suposicion de la igualdad de efecto que
marca la hipdtesis nula. n2: determina la proporcion de varianza
atribuida a la influencia de la madre (M), a de la dieta en la
descendencia (D) o a la interaccion entre ambos pardmetros (M*D).

p n2 p n2
MADRE 0,144 0,058 0,021 0,136
DIETA 0,193 0,087 0,742 0,016

MADRE*DIETA 0,121 0,111 0,043 0,156

Tabla 5. ANOVA de doble via expresion génica DIOT y UCP3 en TAL.
P valor: indica la probabilidad de obtener un valor tan 0 mds extremo
al observado, partiendo de la suposicion de la igualdad de efecto que
marca la hipdtesis nula. n2: determina la proporcion de varianza
atribvida a la influencia de la madre (M), a de la dieta en la
descendencia (D) o a la interaccion entre ambos pardmetros (M*D).

p n2 P n2

MADRE | 0,003 0,228 0,289 0,031
DIETA 0,020 0,205 0,269 0,070
MADRE*DIETA 0,016 0,217 0,046 0,158

diferencias estadisticamente significativas en la expresion de DIO1
tanto por la influencia del tratamiento de la madre (M, p=0,003),
la influencia del tratamiento recibido por la descendencia (D,
p=0,020), como por la interaccion entre ambos tratamientos (MD,
p=0,016). También se observan diferencias estadisticamente
significativas en la expresion de UCP3 debidas a la inferaccion entre
ambos tratamientos (M*D, p=0,046).

En cuanto a la expresion de los genes en el tejido adiposo
lumbar tras el test de Bonferroni a posteriori (Figura 11) se encontré
que, de nuevo, tanto DIOT como UCP3 presentaban perfiles muy
similares. Asi, se hallaron diferencias estadisticamente significativas
onicamente en los descendientes de madres-control, donde
observamos que los animales que recibieron fructosa (CF)
presentaron un aumento muy marcado en la expresion de DIO1
comparado con los que consumieron agua (CC) y los que consumieron
tagatosa (CT); A su vez, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ese grupo CF y los que consumieron fructosa y
eran hijos de madres-fructosa (FF). Se encontraron resultados
similares en la expresion de UCP3 (Figura 11) mostrando un

aumento en los descendientes de madres control suplementados con
fructosa (CF) frente a los otros dos grupos (CC o CT) y, por otro lado,
también se observaron diferencias significativas de ese grupo CF
con respecto a los animales que también tomaron fructosa, pero
eran hijos de madres-fructosa (FF).

El consumo de tagatosa en tejido adiposo lumbar no
produce un efecto significativo en la expresion génica de las
profeinas estudiadas. Por otro lado, la fructosa produce un aumento
de la expresion de DIOT con respecto a la tagatosa y al control en
descendientes de madres control, sin embargo, el efecto no se
observa en los descendientes de madre fructosa (FF). Se hace
patente un efecto significativo en la expresion de UCP3 de la misma
forma que en DIO1, la fructosa produce un aumento en la expresion
de UCP3 sdlo cuando la madre es control. Por tanto, en TAL, al igual
que vimos en ileon (pero no en higado), la fructosa produce en la
descendencia cambios tanto en la expresion de DIOT como de las
UCPs, que son dependientes de la ingesta materna y que no estdn
relacionados con los niveles de hormona en plasma.
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Figura 10. Expresién génica de DIOT y UCP2 en ileon de machos F1 tras los 21 dias de tratamiento (barra azul: agua-C; barra narania: fructosa-F; barra verde: taga-
tosa-T). Las barras mds claras pertenecen a los machos F1 descendientes de madres control (recibieron agua sin aditivos durante la gestacion), mientras que las oscuras
pertenecen a machos F1 descendientes de madres fructosa (recibieron fructosa como tratamiento en el agua de bebida durante la gestacién). Los datos presentados son
las medias = error estdndar (S.E.). El simbolo * indica diferencias estadisticamente significativas entre dietas, y el # entre la ingesta materna.
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Figura 11. Expresion génica de DIO1, THRa y UCP3 en TAL de machos F1 tras los 21 dias de tratamiento (barra azul: agua-C; barra naranja: fruciosa-F; barra verde:
tagatosa-T). Las barras mds claras pertenecen a los machos F1 descendientes de madres control (recibieron agua sin aditivos durante la gestacion), mientras que las
oscuras pertenecen a machos F1 descendientes de madres fructosa (recibieron fructosa como tratamiento en el agua de bebida durante la gestacion). Los datos presentados
son las medias = error estdndar (S.E.). El simbolo * indica diferencias estadisticamente significativas entre dietas, y el # entre la ingesta materna.

4.2. Efectos de la fructosa vs “Western diet” (fructosa +
colesterol)
4.2.0. T4 libre en plasma

En cuanto a los efectos producidos por la fructosa vs.
fructosa+ colesterol en la descendencia, los resultados del andlisis
estadistico de varianza de doble via (ANOVA) de la Tabla 6
muestran que no se observo ninguna diferencia estadisticamente
significativa en los niveles de T4 libre en plasma entre ninguno de
los grupos del estudio.

Tras la posterior correccion de los resultados por el test de
Bonferroni (Figura 12) tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la concentracion (ng/L)
de T4 libre en plasma en estos grupos.

4.2.h. Higado

En cuanto al estudio de los efectos de la fructosa
comparado con la administracion conjunta de fructosa con colesterol
en la expresion de los tres genes, (ANOVA de doble via) (Tabla 7),
se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de DIOT por la influencia de la dieta recibida por los
machos (D, p=0,049) y por la interaccion de ambos tratamientos
(M*D, p=0,001).

Estas diferencias también se encontraron en la expresion
de THRa en el higado, influenciada por el tratamiento recibido por
la descendencia (D, p=0,021) y en laexpresion de UCP2 en el
higado, en funcién de la dieta de la descendencia (D, p=0,003).

Los resultados de la expresion de los genes medidos en
higado_tras aplicar_a_posteriori_la_correccién_de Bonferroni

Tabla 6. ANOVA de doble via T4 libre en plasma fructosa vs
fructosa +colesterol. P valor: indica la probabilidad de obtener un
valor tan o mds extremo al observado, partiendo de la suposicion de
la igualdad de efecto que marca la hipdtesis nula. n2: determina la
proporcion de varianza atribuida a la influencia de la madre (M), a
de la dieta en la descendencia (D) o a la interaccion entre ambos
pardmetros (M*D).

Fruct vs Fruct+Col

p n2
MADRE 0,997 0,000
DIETA 0,225 0,086
MADRE*DIETA 0,523 0,039

25-
T

—

20+

15

10

T4 libre (ng/L)

0 T T T 1
Cc F FCol Cc F FCol

Madres Control Madres Fructosa

Figura 12. Concentracion ng/L T4 libre en plasma de machos F1 tras los 21 dias de
tratamiento (barra azul: agua-C; barra naranja: fruciosa-F; barra morada: fruc-
tosa+ colesterol-W)). Las barras mds claras pertenecen a los machos F1 descen-
dientes de madres conrol (recibieron agua sin aditivos durante la gestacién),
mientras que las oscuras pertenecen a machos F1 descendientes de madres fructosa
(recibieron fructosa como tratamiento en el agua de bebida durante la gestacién).
Los datos presentados son las medias = error estdndar (S.E.). El simbolo * indica
diferencias estadisticamente significativas entre dietas, y el # entre la ingesta ma-
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Tabla 7. ANOVA de doble via expresion génica DIO1, THRa y UCP2 en higado. P valor: indica la probabilidad de obtener un valor tan o mds
extremo al observado, partiendo de la suposicion de la igualdad de efecto que marca la hipétesis nula. n2: determina la proporcion de
varianza atribuida a la influencia de la madre (M), a de la dieta en la descendencia (D) o a la interaccion entre ambos pardmetros (M*D).

P n2 P n2

n2 p
MADRE 0,483 0,014 0,632 0,006 0,216 0,045
DIETA 0,049 0,158 0,021 0,189 0,003 0,291
MADRE*DIETA 0,001 0,318 0,987 0,001 0,422 0,049

mostraron, como se observa en la Figura 13, que existe un aumento
significativo en la expresion de DIO1 en los animales descendientes
de madres control que consumieron fructosa con colesterol (CFCol)
frente a los que consumieron solamente fructosa (CF) y los que
tomaron agua sin aditivos (CC). Sin embargo, dicho efecto no se
observo en los descendientes de madres-fructosa y por eso
encontramos una diferencia significativa entre dicho grupo CFCol y
el correspondiente FFCol. Asi pues, este efecto en la expresion de
DIOT era debido a la presencia del colesterol en la dieta y
dependiente de la dieta materna. Y, al contrario de lo observado
con la tagatosa (Figura 9), no estd relacionado con los niveles de
T4 en plasma.

En cuanto a la expresion de THRa, la disminucion debida
a la ingesta de fructosa que habiamos encontrado en descendientes
de madres-fructosa y, sobre todo, en los de madres control (Figura
9), desaparece cuando dicha fructosa se combina con colesterol en
la dieta (Figura 13). Y con respecto a la expresion de UCP2 (Figura
13) se encontrd algo curioso, el perfil de los hijos de madres control
se asemeja al encontrado para DIOT, mientras que en los machos
provenientes de madres-fructosa es mds similar al descrito para
THRa. Asi pues, la expresion del gen diana (UCP2) en los
descendientes de madres control experimenta un aumento

provocado por la ingesta de la dieta occidental (CFCol) con respecto
a los restantes grupos (CCy CF), pero ese efecto no se observo en
los descendientes de madres-fructosa. Sin embargo, ladisminucion
observada en la expresion de UCP2 por la ingesta de fructosa en
los hijos de madres-fructosa (FF) desaparece tras la adicion de
colesterol a la dieta (FFCol) alcanzando valores similares a los
controles (FC).

4.2.c. ileon

Los resultados del andlisis de varianza ANOVA de doble
via en cuanto a la expresion de los genes en el ileon mostraron que
existian diferencias estadisticamente significativas relativas a la
expresion de DIOT en funcion del tratamiento recibido por la madre
(M, p=0,006) e influenciado también por la dieta de la
descendencia (D, p=0,025). Por otro lado, también se observan
diferencias estadisticamente significativas en UCP2 (p=0.003)
influenciadas por el tratamiento recibido por la madre (M) (Tabla
8).

Tras la correccion a posteriori mediante el test de
Bonferroni (Figura 14), en cuanto a la expresion génica de DIOT se
observa que la adicion de colesterol a la dieta con fructosa acentia
|la tendencia a la disminucion observada cuando solo estaba presente
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Figura 13. Expresion génica de DIOT, THRa y UCP2 en higado de machos F1 tras los 21 dias de tratamiento (barra azul: agua-C; barra narania: fructosa-F; barra morada:
fructosa+ colesterol-FCol). Las barras mds claras pertenecen a los machos F1 descendientes de madres control (recibieron agua sin aditivos durante la gestacion), mientras
que las oscuras pertenecen a machos F1 descendientes de madres fructosa (recibieron fructosa como tratamiento en el agua de bebida durante la gestacion). Los datos pre-
sentados son las medias =+ error estdndar (S.E.). El simbolo * indica diferencias estadisticamente significativas entre dietas, y el # entre la ingesta materna.
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Tabla 8.
p n2 p n2
MADRE 0,006 0,195 | 0,003 0,225
DIETA 0,025 0,190 0,783 0,013
MADRE*DIETA 0,659 0,024 0,255 0,073

la fructosa y, de nuevo, es un efecto mds evidente en los hijos de
madres-fructosa. Con todo, dicha disminucion no llega a alcanzar
diferencias significativas en comparacion con el resto de los grupos.

Sin embargo, en este caso y al contrario de lo observado
con la dieta de fructosa (CF vs FF), la tendencia que la Western diet
(FFCol) ejerce en la expresion de DIO no se ve reflejada en la
expresion de UCP2, ya que no se encuentra modificada.

4.2.1. Tejido Adiposo Lumbar (TAL)

Por Gltimo, se estudio la expresion en tejido adiposo
lumbar. En este caso, tras la ANOVA de doble via (Tabla 9) se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de DIOT influenciada por la dieta recibida por la madre
durante la gestacion (M, p=0,006), por la dieta recibida por la
descendencia (D, p=0,003) y por la interaccion entre ambos
tratamientos (M*D, p=0,004).

La correccion a posteriori por Bonferroni se muestra en la
Figura 15. Curiosamente, el aumento significativo en la expresion
de DIOT en este tejido, en el grupo de hijos de madres control que
consumieron fructosa en el agua de bebida (CF) comparado con el

Tabla 9. ANOVA de doble via expresion génica DIOT, THRa y UCP3 en
TAL. P valor: indica la probabilidad de obtener un valor tan o mds
extremo al observado, partiendo de la suposicion de la igualdad de
efecto que marca la hipétesis nula. n2: determina la proporcion de
varianza atribuida a la influencia de la madre (M), a de la dieta en

la descendencia (D) o a la interaccion entre ambos pardmetros (M*D).
1

p n2 p n2
MADRE 0,006 0,199 0,195 0,049
DIETA 0,003 0,282 0,217 0,086

MADRE*DIETA 0,004 0,267 0,061 0,152
o

grupo control (CC), no se observd cuando se afiadio colesterol
asociado a fructosa (CFCol). Esa adicion de colesterol a la dieta con
fructosa tampoco fue capaz de inducir cambios en la expresion de
DIO1 en los hijos de madres fructosa (FFCol), al igual que habia
ocurrido con los que solo tomaron fructosa (FF). Se encontraron
resultados similares en la expresion génica de UCP3. La adicion de
colesterol a la dieta anulé el efecto inductor de la fructosa (la cual
alcanzaba a ser cuasi-significativa, p = 0,051, CF frente a CC) en
los descendientes de madres control (Figura 15).

Asi pues, se observa que el efecto de la ingesta de fructosa
en descendientes de madres control aumenta la expresion génica
de DIOT y de UCP3, efecto que no se observo cuando la madre se
tratd con fructosa durante la gestacion. La ingesta conjunta de
fructosa y colesterol no produjo el mismo efecto que el consumo de
fructosa sola.
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Figura 14. Expresién génica de DIOT y UCP2 en ileon de machos F1 tras los 21 dias de tratamiento (barra azul: agua-C; barra naranja: frucosa-F; barra morada:fructosa+ co-
lesterol-FCol). Las barras mds claras pertenecen a los machos F1 descendientes de madres control (recibieron agua sin aditivos durante la gestacion), mientras que las
oscuras pertenecen a machos F1 descendientes de madres fructosa (recibieron fructosa como tratamiento en el agua de bebida durante la gestacion). Los datos presentados
son las medias = error estdndar (S.E.). El simbolo * indica diferencias estadisticamente significativas entre dietas, y el # entre la ingesta materna.
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Figura 15. Expresién génica de DIOT y UCP3 en TAL de machos F1 tras los 21 dias de tratamiento (barra azul: agua-C; barra naranja: fructosa-F; barra morada: fructosa+ co-
lesterol-FCol). Las barras mds claras pertenecen a los machos F1 descendientes de madres control (recibieron agua sin aditivos durante la gestacién), mientras que las
oscuras pertenecen a machos F1 descendientes de madres fructosa (recibieron fructosa como tratamiento en el agua de bebida durante la gestacion). Los datos presentados
son las medias =+ error estdndar (S.E.). El simbolo * indica diferencias estadisticamente significativas entre dietas, y el # entre la ingesta materna.
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5. CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente estudio en relacion a los
resultados obtenidos son:

Nutrigenomics and thyroid hormone functioning, a dependent
effect of maternal fructose intake
Carla Marcuccini, Elena Fauste, et al.

Los niveles de T4 libre en plasma se ven incrementados
por el consumo de tagatosa en los descendientes de
madres fructosa, no observandose dicho efecto ni con
la ingesta de fructosa ni con la combinacion de ésta con
colesterol. Ademds, este es un efecto claramente
dependiente de la dieta materna.

Los cambios observados en la T4 libre slo afectaron a
la expresion de DIOT en higado y no en el resto de los
tejidos.

La expresion del gen diana para hormonas tiroideas
estudiado en el presente trabajo (UCP2) present6 un
perfil en higado mds similar al observado para THRa
que al de T4 o al de DIO1, lo que confirma la
posibilidad de que estos receptores puedan regular la
expresion génica también en ausencia de ligando.
Tanto en ileon como en tejido adiposo lumbar, los
perfiles de expresion encontrados para DIOT y UCP son
similares y experimentan cambios inducidos por el
consumo de fructosa, observdndose un aumento de
ambas proteinas en el tejido adiposo lumbar de los
descendientes de madres control. Nuevamente estos
efectos fueron dependientes de la ingesta materna.

— Los efectos observados por el consumo de fructosa en

higado (para THRa y UCP2) y en TAL (para DIOT y
UCP3), no se encontraron tras la adicion de colesterol
en la dieta. Sin embargo, los efectos de fructosa en
ileon (para DIOT) si que se vieron potenciados por la
presencia de colesterol.

Con todos estos resultados, podemos confirmar que el
consumo de fructosa materno durante la gestacion
afecta al metabolismo de las hormonas tiroideas de la
descendencia, tanto en respuesta a una dieta rica en
fructosa como en forma de “Western diet” (fructosa y
colesterol) poniendo de manifiesto un claro efecto de
programacion fetal.

Este trabajo pretende alertar a la poblacion, en especial
a las mujeres embarazadas del papel relevante que
ejerce la nutricion durante este periodo, dado que
puede tener consecuencias negativas, no solo en la
propia salud de la madre, sino también en la salud de
sus hijos en la etapa adulta. El papel del farmacéutico
es esencial y clave en este proceso al poder ejercer su
consejo dietético en la oficina de farmacia insistiendo
a las embarazadas en la necesidad de adquirir hdbitos
saludables asociados a un consumo limitado de
azlcares y de alimentos procesados, para evitar las
consecuencias indeseables de su ingesta en la salud de
sus hijos.
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indice de abreviaturas

— DIO: desyodasa (deiodinase)

— UCP: proteina desacoplante (uncoupling protein)

— THR: receptor nuclear de hormonas tiroideas (thyroid
hormone nuclear receptor)

— TAL: tejido adiposo lumbar (lumbar adipose tissue)
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