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PALABRAS CLAVE RESUMEN
Hormonas tiroideas En las @ltimas décadas ha habido un aumento alarmante en la incidencia de enfermedades
Fructosa metabolicas a nivel global, lo que representa un desafio significativo para la salud publica.

Uno de los factores determinantes relacionados con la dieta y asociados a estas

Programacion f ; 7 B o
ogramacion fetal enfermedades es el aumento en la ingesta de azucares ahadidos, ya sea en forma de

Nutrigenomica sacarosa 0 jarabe de maiz con alto contenido de fructosa (JMAF). Ademas, se ha
Colesterol demostrado que la alimentacion materna desempena un papel crucial en la programacion
Sal fetal, afectando el desarrollo 6ptimo de la descendencia. Se ha documentado una estrecha

asociacion entre una dieta rica en fructosa por parte de las madres y efectos perjudiciales
a largo plazo en la salud de sus descendientes. La nutricion también influye en el
metabolismo de las hormonas tiroideas, lo que podria afectar la aparicion de enfermedades
metabolicas. Con estos antecedentes, se llevd a cabo un estudio que analizo la
concentracion plasmatica de T4 libre y los niveles de expresion génica de varios
componentes relacionados con las hormonas tiroideas en el higado e ileon de ratas macho
descendientes de madres que consumieron fructosa durante la gestacion. Se compararon
los resultados con los hallados en descendientes de madres que no recibieron este
suplemento. A pesar de no observar cambios en los niveles de T4 libre en plasma, se
encontro que el consumo de fructosa disminuyd la expresion del receptor THRa en el
higado. Los resultados también indicaron que el consumo materno de fructosa afecta al
metabolismo de las hormonas tiroideas en la descendencia en respuesta tanto a una dieta
con fructosa como a una dieta occidental alta en grasas y colesterol.

KEYWORDS ABSTRACT
Thyroid hormones In recent decades, there has been a concerning increase in the incidence of metabolic
e diseases on a global scale, posing a significant challenge to public health. One of the
. determining factors related to diet and associated with these diseases is the rise in the
fetal programming consumption of added sugars, whether in the form of sucrose or high-fructose corn syrup
nutrigenomics (HFCS). Furthermore, it has been demonstrated that maternal nutrition plays a crucial
cholesterol role in fetal programming, influencing the optimal development of offspring. A close
salt association has been documented between a maternal diet rich in fructose and long-term

adverse effects on the health of their descendants. Nutrition also influences the
metabolism of thyroid hormones, which could impact the onset of metabolic diseases.
With this background, a study was conducted that analyzed the plasma concentration of
free T4 and the gene expression levels of various components related to thyroid hormones
in the liver and ileum of male rats descended from mothers who consumed fructose during
pregnancy. The results were compared to those found in descendants of mothers who did
not receive this supplement. Despite not observing changes in plasma free T4 levels, it
was found that fructose consumption reduced the expression of the THRa receptor in the
liver. The results also indicated that maternal fructose consumption affects the
metabolism of thyroid hormones in offspring in response to both a fructose-rich diet and
a Western diet high in fats and cholesterol.
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1. INTRODUCCION
1.1. Consumo de Fructosa

La fructosa es un monosacarido que ha estado
presente de manera natural en nuestra dieta desde
hace miles de anos, principalmente en las frutas,
la miel, pero ademas, en las ultimas décadas,
motivado por la occidentalizacion de la dieta, se ha
posicionado como una de las principales fuentes de
azucares anadidos en los paises desarrollados, ya
que se utiliza como edulcorante frecuentemente
en la industria alimentaria, estando presente en
una amplia variedad de alimentos procesados y
bebidas azucaradas, ya sea en forma de sacarosa
o en forma de jarabe de maiz alto en fructosa
(JMAF). Existen principalmente dos tipos de JMAF
de acuerdo con su contenido de fructosa: JMAF 42
y JMAF 55, que contienen un 42% y un 55% de
fructosa respectivamente. El JMAF se empezod a
producir y a introducir en la industria alimentaria
a partir de la década de 1960. Curiosamente, hasta
1970 en EEUU, el empleo del mismo apenas
constituia un 1% de los endulzantes caloricos. Sin
embargo, esta proporcion se incremento
sustancialmente hasta el 42% en el ano 2000 (1).
Esto se debe principalmente a dos motivos: su alto
poder edulcorante y su bajo coste (2).

El aumento del consumo de fructosa como
azUcar anadido en forma de JMAF ha mostrado una
relacion proporcional a lo largo del tiempo con el
aumento de la obesidad en la poblacion en EEUU.
Sin embargo, en los Ultimos afos la tendencia al
incremento se ha ido atenuando (1 y 3).

Todos estos datos han provocado que la fructosa
sea objeto de estudio por la comunidad cientifica
que ha mostrado su preocupacion acerca de los
posibles efectos adversos y su implicacién en el
desarrollo y progresion de enfermedades
metabolicas, como la obesidad, la resistencia a la
insulina, la diabetes tipo 2 o la dislipidemia (4).

1.2. Enfermedades metabolicas relacionadas
con el consumo de fructosa

Segln numerosos estudios, realizados tanto en
humanos como en animales de experimentacion,
un elevado consumo de fructosa se considera un
factor clave en el incremento de las tasas
mundiales de diabetes, obesidad y otras
enfermedades metabdlicas, ademas de estar
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relacionado con unos mayores indices de riesgo
cardiometabdlico.

También es un hecho ampliamente demostrado
que la sobreexposicion a la fructosa en la
alimentacion en animales de experimentacion
reproduce las alteraciones caracteristicas
asociadas al higado graso y al sindrome metabolico
tales como hipertension, obesidad, resistencia a
la insulina, diabetes y dislipemia (5). Un
inconveniente de algunos de estos estudios es que
la cantidad de fructosa anadida a la dieta de los
animales excede al consumo promedio de la
poblacién general. Por lo que son

necesarios mas estudios que evallen los efectos
de los azlcares anadidos en la dieta a largo plazo
y en cantidades no tan excesivas. También existen
estudios de intervencion a corto plazo en humanos
en los que con dosis similares al consumo medio de
fructosa se han observado cambios en la cantidad
de lipidos circulantes y en la sensibilidad a la
insulina (6).

Otros trabajos han puesto de manifiesto como
el consumo cronico de fructosa aumenta el
potencial adipogénico en células precursoras de
adipocitos y la adiposidad visceral, provoca una
situacion de dislipemia y altera la sensibilidad a la
insulina en personas con sobrepeso u obesidad.
Ademas, induce resistencia a la leptina, lo que
puede contribuir al aumento de peso y a una
alteracion en la regulacion del metabolismo
energético (7).

En relacion con el metabolismo de los lipidos,
la fructosa estimula la acumulacion de lipidos
hepaticos, lo que contribuye a una esteatosis,
provoca una situacion de hipertrigliceridemia,
ademas de favorecer un aumento del colesterol
hepatico (8). También se ha observado que la
fructosa promueve el desarrollo de higado graso
no alcoholico (NAFLD) y uno de los mecanismos
involucrados es su efecto inductor de la
lipogénesis hepatica de novo.

Por otro lado, estudios como el realizado por
Bocarsly et al. en 2010 (9) demostraron que, las
cantidades de fructosa presentes en el JMAF
pueden ser adictivas, causando efectos similares
a los de las drogas de abuso. Otros autores
también han observado que el consumo elevado
de fructosa

(10) aumenta la hiperactividad en los ninos y el
déficit de atencion y altera la capacidad para
distinguir distintos sabores.
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A diferencia de la glucosa, la fructosa no
estimula la secrecion de insulina, ni promueve el
aumento de produccion de ghrelina. Dado que
estas moléculas se encargan de regular la ingesta
de alimentos y el peso corporal, la fructosa en la
dieta podria contribuir al consumo excesivo de
calorias y al aumento de peso corporal (11).

1.3. Estructura y metabolismo de la fructosa
y la glucosa

La fructosa y la glucosa son monosacaridos que son
isomeros estructurales, Unicamente difieren en la
configuracion de sus dos primeros carbonos, ya
que ambas moléculas presentan la misma formula
quimica (C6H1206) y peso molecular (180 g/mol).
Mientras que la glucosa presenta un grupo aldehido
en el carbono nimero 1, la fructosa cuenta con un
grupo cetona en el carbono numero 2 (Figura 1).

Las vias de absorcion y el metabolismo de la
glucosa y la fructosa vienen determinadas por las
diferencias que presentan ambos monosacaridos
en su estructura, tal y como se muestra en la
Figura 2.

Tras la digestion de los alimentos, la glucosa
obtenida se absorbe principalmente a través del
intestino delgado, donde se transporta al interior
del enterocito mediante una proteina
cotransportadora de glucosa y sodio que se
encuentra en la membrana apical de los
enterocitos, denominada SGLT1 (del inglés,
Sodium-glucose cotransporter 1). Una vez dentro
del enterocito accede al torrente sanguineo
gracias al transportador de glucosa GLUT2 (del
inglés, Glucose transporter). En sangre se
distribuye a los diferentes tejidos de nuevo gracias
a la presencia de distintos transportadores de la
familia GLUT, donde la glucosa puede
experimentar distintas vias metabolicas en funcion

de las necesidades energéticas del organismo.
Entre estas vias metabdlicas se encuentran la
glucolisis y la glucogenogénesis. La glucosa y la
fructosa comparten intermediarios metabdlicos y
enzimas en su metabolismo, pero mientras que la
glucosa se metaboliza preferentemente a través de
la glucolisis en todas las células del organismo, la
fructosa lo hace a través de la fructolisis, que
tiene lugar principalmente en el higado.

La glucolisis es la principal via metabdlica de
utilizacion de glucosa, para producir energia en
forma de ATP (adenosin trifosfato) y otros
productos intermedios. En primer lugar, la glucosa
se transforma en glucosa-6-fosfato (G6P) por la
accion de una hexoquinasa, siendo este paso uno
de los puntos de regulacion de la via metabdlica.
A continuacion, la glucosa fosfato isomerasa
cataliza la formacion de fructosa-6-fosfato a partir
de la G6P, la cual vuelve a fosforilarse en el
carbono numero 1 gracias a la enzima PFK1
(Fosfofructoquinasa 1) para formar fructosa-1,6-
bifosfato. Esta reaccidon resulta inhibida por el
producto final de la glucolisis (ATP) y por el citrato
(producto intermediario del ciclo del acido
citrico), por lo que es el punto de control principal
de la ruta.

Tras la fosforilacion, la fructosa-1,6-bisfosfato
se va a escindir dando lugar a dos productos
metabdlicos: la dihidroxiacetona fosfato (DHP) y
el gliceraldehido-3-fosfato (GAP) gracias a la
accion de una aldolasa. La reaccion catalizada por
la aldolasa se ve favorecida gracias al uso
inmediato del GAP en la reaccion siguiente.
Posteriormente tendran lugar varias reacciones
consecutivas a través de las cuales el
gliceraldehido-3-fosfato se convertira finalmente
en piruvato (12 y 13).

Sin embargo, la fructosa se absorbe de forma
pasiva desde la luz intestinal a los enterocitos a

Figura 1. Estructura de la D-glucosa y la D-fructosa. En morado se sefala la diferencia entre el grupo aldehido de la glucosa y el grupo ceto
de la fructosa.
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través de un transportador especifico, GLUTS.
Posteriormente, es enviada a la circulacion
plasmatica a través del transportador de glucosa
GLUT2. La fructosa actla como sustrato en el
higado para la fructoquinasa, también conocida
como cetohexoquinasa (KHK), que fosforila
rapidamente al monosacarido generando fructosa-
1-fosfato. Tras esta reaccion, la aldolasa B
metaboliza la fructosa- 1-fosfato a
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido
(GA). Este dltimo puede ser fosforilado para
generar gliceraldehido-3-fosfato (GAP) y converger
con la via glucolitica para continuar su
degradacion posterior en el ciclo del acido citrico
o proporcionar sustrato para la lipogénesis (14 y
15).

Tanto el ATP como el citrato inhiben por
retroalimentacion a la fosfofructoquinasa para
controlar de forma muy estricta la ruta glucolitica.
Sin embargo, en la fructdlisis no existe este
mecanismo de control de la via, por lo que la
acumulacion de triosas proporciona una fuente
inagotable de sustrato para la sintesis de acidos
grasos y consecuentemente fosfolipidos vy
triglicéridos.

1.4. Lipogénesis

La lipogénesis es el proceso de sintesis de acidos
grasos a partir de acetil CoAy esta sometida tanto
a regulacion nutricional como hormonal. Entre las
enzimas involucradas en este proceso metabolico
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caben destacar la FAS (acido graso sintasa, Fatty
Acid Synthase), la ACC (acetil-CoA carboxilasa) y
la ACLY (ATP y citrato ligasa). Ademas de estas
enzimas existen otras proteinas que regulan la
lipogénesis, entre ellas los factores de
transcripcion como el receptor X hepatico (LXR),
la proteina 1c de unién al elemento regulador de
esteroles (SREBP-1c) o la proteina de union al
elemento de respuesta a carbohidratos (ChREBP),
que inducen la expresion de las enzimas
lipogénicas (16).

En la lipogénesis de novo los carbohidratos de la
dieta pueden utilizarse para fabricar acidos grasos,
que normalmente se almacenan en forma de
triglicéridos (TG). Si se produce un exceso en el
consumo de carbohidratos en la dieta, el
organismo incrementa la sintesis de acidos grasos
de manera endogena. Para ello, como se ha
mostrado  anteriormente, la  mitocondria
proporciona los sustratos necesarios en forma de
acetil CoAy ATP (Figura 2).

Se ha puesto de manifiesto que la lipogénesis de
novo se ve alterada en los tejidos lipogénicos en
enfermedades metabolicas como la obesidad, el

higado graso no alcoholico o el sindrome
metabdlico
(17). Tal y como se ha mencionado

anteriormente, los productos de la fructolisis
(DHAP y GA3P), al incorporarse a la glucdlisis dan
lugar a piruvato, que mediante la accion posterior
de la piruvato deshidrogenasa generan acetil CoA,
el cual sirve de sustrato para la formacion de
acidos grasos.

Ademas, la accién de la hormona tiroidea juega
un papel esencial en la oxidacion y sintesis de
lipidos en el higado, ejerciendo efectos directos
en la expresion de genes relacionados con su
metabolismo. Se ha demostrado de hecho, que
estimula al receptor THRa, que a su vez regula la
expresion de genes lipogénicos como la enzima FAS
y también esta relacionada con el factor de
transcripcion ChREBP (18).

1.5. Hormonas tiroideas

Dietas con una ingesta elevada de azlcares
simples, como la fructosa, promueven mecanismos
hormonales que conducen a multiples alteraciones
metabodlicas que favorecen el sobrepeso y la
obesidad. En este contexto, es fundamental
comprender los mecanismos subyacentes que
vinculan el consumo de fructosa con la aparicion y
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progresion de estas enfermedades metabdlicas.
Una via de investigacion emergente se centra en
la relacion entre el metabolismo de la fructosa y
las hormonas tiroideas, las cuales desempefan un
papel esencial en la regulacion del metabolismo
energético y la homeostasis corporal. Se ha
planteado la hipétesis por la que el consumo
excesivo de fructosa podria tener un impacto
negativo en la funcion tiroidea. De hecho, varios
estudios han demostrado esta asociacion entre el
consumo elevado de fructosa y la alteracion de las
hormonas tiroideas (19 y 20).

Las hormonas tiroideas, principalmente la
tiroxina (T4) y la triyodotironina (T3), influyen en
multiples procesos fisiologicos, tales como el
crecimiento, el desarrollo, el metabolismo basal,
la termogénesis y el metabolismo de lipidos y
carbohidratos. Son sintetizadas y liberadas por la
glandula tiroides en respuesta a estimulos
hormonales. Sin embargo, en las ultimas décadas
se ha observado un aumento preocupante en los
trastornos relacionados con las hormonas
tiroideas, como son el hipertiroidismo y el
hipotiroidismo.

La relacion entre las hormonas tiroideas y el
metabolismo energético es compleja y se ve
influenciada por diversos factores, tales como los
transportadores y los genes diana involucrados en
su accion. Tanto la sintesis y el transporte de las
hormonas tiroideas como su actividad en tejidos
diana estan estrictamente reguladas a través de la
expresion de diversos genes. Entre ellos podemos
destacar B- cell lymphoma 3 (BCL3), Gen de la
proteina hepatica inducible por hormona tiroidea
(SPOT14), glutathione S-transferase Alpha 2
(GSTA2), thyroid hormone receptor alpha (THRa),
monocarboxylate transporter 8 (MCT8) vy
monocarboxylate transporter 10 (MCT10). Todos
ellos se muestran en la Figura 3. Estas proteinas
desempenan papeles fundamentales en la funcion
y regulacion de las hormonas tiroideas y podrian
verse afectadas por el consumo de fructosa (21 y
22).

BCL3 es un gen que esta implicado en la
regulacion de la respuesta inflamatoria y la
proliferacion celular. Se ha demostrado que juega
un papel fundamental en la modulacion de la
funcion tiroidea al interaccionar con factores de
transcripcion y regular la expresion de genes
tiroideos (23). Por otro lado, SPOT14 sensible a la
hormona tiroidea, también llamado THRSP (gen
sensible a la hormona tiroidea), es un gen
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involucrado en la sintesis y oxidacion de acidos
grasos en el higado y otros tejidos, pero también
esta relacionado con la regulacion de la actividad
tiroidea y el metabolismo energético (24).

A su vez, GSTA2 codifica para una enzima
antioxidante que participa en la detoxificacion de
compuestos reactivos y metabolitos toxicos.
Ademas de su funcion en la proteccion celular
contra el estrés oxidativo, también se ha
relacionado con la homeostasis y la regulacion de
la funcidn tiroidea (25).

En cuanto a MCT8 y MCT10 son transportadores
especificos que facilitan el transporte de las
hormonas tiroideas a través de las membranas
celulares. Estos son esenciales para el transporte
intracelular y para la accion de la T3y la T4 en los
tejidos diana (26). MCT8 transporta Unicamente
T4, mientras que MCT10 transporta T3, rT3 y T4
(27).

Por ultimo, el receptor de hormonas tiroideas,
THRalfa, es un receptor que se une a las hormonas
tiroideas y regula genes especificos en respuesta
a las mismas a través de los TRE (Elementos de
Respuesta a las hormonas Tiroideas). Este juega un
papel fundamental en la regulacion del
metabolismo, el desarrollo y la funcion de distintos
tejidos y 6rganos en el organismo (28).

En este trabajo, se explorara la posible

interaccion entre el consumo de fructosa y las
hormonas tiroideas, analizando especificamente
los transportadores MCT8 y MCT10, el receptor
THR alfa, asi como los genes diana BCL3, SPOT14
y GSTA2. Estos componentes se consideran claves
en la modulacion de los efectos de las hormonas
tiroideas en el metabolismo y podrian desempeiar
un papel relevante en la respuesta metabdlica y
los trastornos asociados con el consumo excesivo
de fructosa.

1.6. Programacion fetal

La programacion fetal, es el proceso mediante el
cual los factores ambientales y nutricionales
durante la etapa de desarrollo prenatal, pueden
influir en la salud y en el riesgo de desarrollar
enfermedades a o largo de la vida adulta. Existen
evidencias de que la dieta materna,
especificamente el consumo de azlcares anadidos
como la fructosa durante el embarazo, desempena
un papel significativo en la programacion fetal y
puede tener efectos duraderos en la salud, tanto
del feto como del individuo en la edad adulta.
Multiples estudios han investigado la asociacion
entre el consumo de fructosa durante el embarazo
y el desarrollo de enfermedades cronicas en la
descendencia. Concretamente, se ha demostrado
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que una ingesta elevada de fructosa durante la
gestacion puede tener repercusiones adversas en
el metabolismo de la descendencia, tales como
aumentar el riesgo de obesidad, diabetes tipo 2,
enfermedad cardiovascular y alterar la funcidén
hormonal (29 y 30). El mecanismo preciso
mediante el cual la fructosa ejerce dicha
programacion fetal ain no esta completamente
elucidado. Sin embargo, se ha propuesto que la
exposicion prenatal a niveles excesivos de fructosa
puede alterar la expresion génica, modificar la
regulacion hormonal y comprometer el desarrollo
y la funcién de érganos y tejidos clave en el feto.
Estos cambios epigenéticos y moleculares podrian
tener consecuencias a largo plazo en la salud
metabolica y el riesgo de enfermedades en la
descendencia (31, 32 y 33).

2. OBJETIVOS

Con estos antecedentes nos propusimos investigar
el posible impacto nutrigenémico en las hormonas
tiroideas, su funcion, regulacién y metabolismo. Se
examino en ratas de 3 meses de edad el efecto del
tratamiento con distintas dietas, tales como la
adicion de fructosa al agua de bebida, una dieta
occidental o la adicidn de sal al tratamiento con
fructosa, sobre la funcionalidad de las hormonas
tiroideas. Ademas, nos planteamos analizar la
relacion existente entre la programacion fetal y
los efectos observados, estudiando si dichos
efectos estan condicionados por el tratamiento
recibido por las madres durante la gestacion.

Con este proposito, establecimos los siguientes

objetivos:

» Evaluarsiel tratamiento con fructosa en ratas
macho durante un periodo de 21 dias tiene
algun impacto en la expresion génica de los
genes diana de la hormona tiroidea: BCL3,
GSTA2 y SPOT14, asi como en los
transportadores MCT8 y MCT10, en higado e
ileon.

« Estudiar si la adicion de sal al tratamiento
con fructosa potencia los efectos producidos
por la fructosa sola en los genes mencionados
anteriormente.

« Evaluar si una dieta occidental o Western
diet (rica en fructosa y colesterol) produce
los mismos efectos que Unicamente la
ingesta de fructosa en los genes descritos,
para determinar si la presencia de colesterol
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potencia los efectos
fructosa.

o Analizar si los efectos observados estan
influenciados por la ingesta materna de
fructosa y, por lo tanto, implican procesos de

programacion fetal.

inducidos por la

3. MATERIAL Y METODOS
3.1.Diseno experimental

En la figura 4 se detalla el diseno experimental
que se llevdo a cabo. Se emparejaron ratas
Sprague- Dawley macho y hembra, y una vez
confirmado el inicio de la gestacion, las ratas
gestantes hembras (generacion F0) fueron
alimentadas con una dieta estandar y se dividieron
en dos grupos en funcion de la bebida
administrada durante este periodo. El grupo de
madres-Control recibié agua sin ningln tipo de
aditivo, mientras que el grupo de madres-Fructosa
recibié agua con una solucion de fructosa al 10%
(p/v).

Después del parto, la camada se estandarizo vy,
tanto las madres como las crias recibieron agua sin
aditivos en ambos grupos hasta los 3 meses de
edad, el comienzo de la segunda parte del estudio.
La lactancia finaliz6 en el dia 21 y solo las ratas
macho (generacion F1) continuaron el estudio
recibiendo una dieta estandar y agua sin ningin
suplemento. A los 3 meses de edad, todas las ratas
macho, tanto las provenientes de madres-Control
como de madres-Fructosa, fueron divididas en
varios grupos dependiendo de la dieta que
recibieron:

Grupo Control: recibieron una dieta solida
estandar y agua sin ningun aditivo (CC y FC).

Grupo de Fructosa: recibieron una dieta sélida
estandar y agua con una solucion de fructosa al
10% p/v. (CF y FF).

Grupo de Fructosa y sal: recibieron una dieta
solida estandar y agua con una solucioén de fructosa
al 10% p/v y cloruro sodico al 0,9% p/v (CFSal y
FFSal).

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 (CFCol y FFCol) (Figura 4).

Después de los 21 dias de tratamiento, se
procedio al sacrificio de las ratas. Se establecieron
un total de 8 grupos experimentales de ratas

Efectos nutrigenémicos de la fructosa sola o asociada a colesterol o sal
en la funcion de las hormonas tiroideas. Influencia de la ingesta matema
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macho (Figura 4). La primera letra de cada grupo
indica el tratamiento administrado a las madres,
mientras que la segunda letra representa el
tratamiento recibido por los descendientes.

La recoleccion de la sangre se realizo utilizando
tubos Vacutainer® con EDTA-K2. Para obtener el
plasma, las muestras de sangre fueron sometidas
a centrifugacién (20 min, 3000 rpm, 4°C), se
dividieron en diferentes alicuotas y se
almacenaron a -80°C hasta el momento de la
medicion de los parametros correspondientes. Por
otro lado, los tejidos obtenidos fueron congelados
en nitrogeno liquido inmediatamente después de
su obtencion y se conservaron a -80°C hasta el
momento de medir los parametros deseados.

3.2. Ensayos de parametros moleculares

3.2.1. Homogeneizacion de los tejidos y

extraccion del ARN

Para la extraccidon de ARN, se tomaron 100mg
de muestra a los cuales se les anadio Tri Reagent®
(Invitrogen,  ThermoFisher, EEUU) y se
homogeneizaron utilizando un TissueLyser LT
(Qiagen, EEUU). Tri Reagent es un reactivo que
permite lisar las células e inactivar las nucleasas
para prevenir la degradacion del acido
ribonucleico, gracias a que contiene fenol y
tiocianato de guanidina.

El homogenado obtenido se centrifugdé durante
10 minutos, a 16000g y 4°C. Por ultimo, se llevo a
cabo el aislamiento del  ARN con
bromocloropropano (BCP), que produce la
formacion de una fase acuosa y otra organica. Se
centrifugaron de nuevo las muestras en las mismas
condiciones, lo que permitié extraer el ARN

disuelto en la fase acuosa, mientras que el acido
desoxirribonucleico (ADN) vy las proteinas
permanecen en la fase organica y en la interfase.

3.2.2. Purificacion del ARN.
Cuantificacion, determinacion del grado de
pureza e integridad del ARN. Tratamiento
con DNasa.

El ARN aislado se purifico utilizando un kit de
Invitrogen, ThermoFisher (EEUU): Ribopure TM. A
continuacion, el ARN obtenido se cuantifico y se
identifico su grado de pureza. Para la
cuantificacion se utilizdo un NanoDrop® One
(ThermoFisher, EEUU) y se analizaron los
siguientes parametros:

o Relacién de absorbancias a 260 y 230nm
(A260/230), que evalla una posible
contaminacion con solventes organicos.

o Relacién de absorbancias a 260 y 280nm
(A260/280), que determina una posible
contaminacion con proteinas.

La relacion de las absorbancias en cuanto al
grado de pureza de las muestras fue dptima en el
rango entre 1.8 y 2.0.

Para determinar la integridad del ARN extraido
se cargaron 500 nanogramos de ARN con tampén
de carga y se realizé una electroforesis (90V, 20
minutos) en gel de agarosa (2% p/v) al que se
afadié Midori Green Advance (Nippon Genetics).
En el revelado del gel se observaron las bandas
correspondientes al ARN ribosomal (18S y 28S) (se
muestran en la Figura A1 del anexo).

Para asegurar la total eliminacion del posible
ADN contaminante en la muestra y evitar su
interferencia en los posteriores analisis, se utilizo
el kit Turbo DNA-freeTM (Invitrogen, ThermoFisher,
EE.UU.), el cual contiene DNasas

Nutrigenomic effects of fructose alone or associated with cholesterol
z or salt on thyroid hormone function. Influence of maternal intake
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(desoxirribonucleasas) que degradan el ADN
presente en la muestra. A continuacion, se
determiné de nuevo la concentracion de ARN,
siguiendo el protocolo mencionado anteriormente.

Por ultimo, se realizo una reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) para comprobar la ausencia de
ADN contaminante en las muestras utilizando los
cebadores de RPS29 (proteina ribosomal $29), gen
utilizado como gen de referencia. Tal y como se
esperaba, no se observaron bandas de ADN en las
muestras de ARN tratadas con DNasa.

3.2.3. Retrotranscripcion

Para cuantificar la expresidn génica o cantidad
de ARNm de las muestras, es necesario convertir
previamente el ARNm en ADN complementario
(cDNA). Asi, se realizé6 una retrotranscripcion
(reaccion en cadena de la polimerasa transcriptasa
inversa, RT-PCR) con el kit SuperScript® Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen, EEUU) y el Termociclador
iCycler (BioRad, EEUU), para la cual se utilizaron
2,5 ng de ARN tratado con DNasa de muestras de
higado e ileon.

Tras la retrotranscripcion se llevo a cabo una
PCR convencional (a punto final) con cebadores
especificos del gen RPS29 y una electroforesis en
gel de agarosa para asegurar que el ADNc obtenido
era funcional obteniéndose el producto de
amplificacion del gen de referencia (Figura A2 del
anexo).

3.2.4. Estudio de la expresion génica

La gPCR o PCR a tiempo real es una técnica que
combina la amplificacion y la deteccion en un
mismo paso, ya que correlaciona el producto de la
PCR de cada ciclo con una senal fluorescente, la
cual aumenta de manera proporcional segun
avanzan los ciclos y el producto se amplifica. Para
ello es necesario el empleo de un fluoréforo, que
en nuestro caso fue SyBR-Green |, el cual tras
asociarse al ADN de doble cadena emite una senal
fluorescente (34).

3.2.4.a Disefo de primers

La informacion sobre los primers empleados en
el presente estudio se muestran en la Tabla A1 del
anexo. Se utilizo Primer Blast para disefar las
parejas de cebadores en las siguientes
condiciones: temperatura de melting (Tm) de 60°C
y de 100 a 300 pb de producto de amplificacion.
Se confirmd que los cebadores amplificaban de
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forma especifica en la secuencia FASTA de los
genes diana y se valido su secuencia con Beacon
Designer.

3.2.4.b Preparacion de la curva de
calibrado

La utilizacién de la técnica de PCR a tiempo real
para la cuantificacion y estudio de la expresion
génica precisa de la realizacion de una recta de
calibrado para poder relacionar los valores de la
senal de amplificacion resultantes obtenidos en las
muestras con la cantidad de ADN de las mismas.
También se calculd la eficiencia de las parejas de
primers (E) utilizando los Cp de las rectas de
calibrado realizadas.

Las rectas de calibrado se realizaron para cada
pareja de cebadores preparando diluciones
seriadas 1:10 del ADNc de partida y obteniendo las
concentraciones finales de 50, 5, 0.5y 0.05 ng/mL

Por altimo, para verificar que los cebadores
amplificaban el producto esperado y no se
amplificaban productos no deseados, se llevo a
cabo una curva de melting y una electroforesis en
del de agarosa al 1% (p/v) (Figura A3 del anexo).

3.2.4.c Protocolo PCR a tiempo real para
la cuantificacion de la expresion génica

Se analizaron las muestras de ADNc obtenido a
partir de higado e ileon con los cebadores
mencionados anteriormente en un Termociclador
CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System
(BioRad, EEUU). En el protocolo de amplificacion
se llevo a cabo con un volumen total de 20mL por
muestra y por duplicado. Para cuantificar la
expresion génica se utilizé el método de Pfaffl,
también conocido como el método 2- Ct (35).

Para cada muestra, los voliumenes de reactivos
anadidos fueron: é6mL de agua mili-Q estéril, 1mL
de cebador F (10mM), 1mL de cebador R (10mM),
2mL de muestra de ADNc y 10mL de SyBR Green
Premix Ex Taq (Takara Bio Inc., Japdn).

En cuanto al ADNc, para garantizar que los
valores de Cp obtenidos tras la PCR se pudiesen
interpolar en la recta de «calibrado, la
concentracion utilizada fue de 5ng/mL, obtenida
a partir de una dilucion 1/30 del ADNc de partida
en las muestras procedentes de higado e ileon.
Ademas, con esto se aseguraba que los valores de
Cp se mantuvieran por debajo de los 33 ciclos, a
partir de los cuales aumenta el riesgo de obtener
amplificaciones inespecificas y disminuye la
eficiencia.

Carla Marcuccini, Elena Fauste et al.



La cuantificacion de la expresion génica
mediante g-PCR requiere de un gen de referencia,
para corregir las variaciones no especificas y
experimentales, ya que su expresion se mantiene
constante independientemente de las condiciones
experimentales. Como gen de referencia se utilizo
RPS29.

3.2.8. Analisis estadistico

El analisis de los datos obtenidos en funcion de
los efectos del tratamiento recibido se realizd
mediante un analisis de varianza de doble via
(ANOVA). Los resultados correspondientes a cada
grupo experimental se presentaron como la media
+ error estandar (S.E.).

Para evaluar la significancia de cada una de las
varianzas, se utilizo la correccion de Bonferroni
cuando se obtuvieron resultados estadisticamente
significativos (p<0,05). El analisis estadistico se
llevd a cabo mediante el software SPSS (version
27).

De esta forma, aquellos resultados que
presentaron significancia estadistica se muestran:
« 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).

» Con 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).
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o 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 parametros (M*D).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objetivo de facilitar la organizacion y el
analisis de los resultados, se han llevado a cabo
dos estudios por separado en funcién de la dieta de
la descendencia en la edad adulta (Fructosa vs
Fructosa y sal; Fructosa vs Western diet). Ademas,
se ha considerado el tejido involucrado en dichos
estudios, que incluyen higado e ileon.

Los datos obtenidos de la medicion de la expresion
génica de FAS, ACLY, PNPL3 y SREBP1c han sido
cedidos, obtenidos anteriormente por el mismo
grupo de investigacion.

Los datos obtenidos, tanto de la medicion de la
expresion génica de THRa, como los datos de
concentracion de hormonas tiroideas en plasma
proceden del anterior trabajo de investigacion
realizado.

4.1. Efectos de la Fructosa vs Fructosa + sal

4.1.1. Higado

Tras el analisis estadistico realizado sobre los
resultados de expresion génica en higado, ANOVA
de doble via, se observaron diferencias
estadisticamente significativas por el efecto del
tratamiento recibido en la descendencia en la
edad adulta (D) en cuanto a la expresion de GSTA2
(p=0,010), MCT10 (p=0,000) y THRA (p=0,007)
(Tabla 1).

Tras la correccion de Bonferroni, se obtuvieron
los resultados que se muestran en la Figura 5. En
los resultados de la expresion génica obtenidos en

Tabla 1. ANOVA de doble via expresion génica de GSTA2, SPOT14, MCT10 y THRa en higado. p valor:
representa la probabilidad de obtener un resultado igual o mds extremo que el observado, asumiendo
que la hipdtesis nula es verdadera . n2: representa la proporcion de la varianza total en una variable de
interés, en este caso: a la influencia de la madre (M), a de la dieta en la descendencia.

P n2 P n2 P n2 P n2
M 0.072 0.087 0.33 0.026 0.174 0.052 0.849 0.001
D 0.01 0.227 0.112 0.115 0 0.398 0.007 0.239
MxD 0.549 0.033 0.261 0.072 0.823 0.011 0.599 0.028

Nutrigenomic effects of fructose alone or associated with cholesterol
or salt on thyroid hormone function. Influence of maternal intake
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Figura 5. Expresion génica de GSTA2, SPOT14, MCT10 y THRa en higado de machos F1 tras los 21 dias de tratamiento (barra azul: agua-C;
barra naranja: fructosa-F; barra rosa: fructosa+sal-FSal). Las barras mas 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 estandar
(S.E.). El simbolo * indica diferencias estadisticamente significativas entre dietas, y el # entre la ingesta materna.

higado se puede observar que tanto GSTA2, THRa
y MCT10 presentan perfiles muy similares. De esta
manera, se observa que la suplementacion con
fructosa, tanto sola como con sal, provoca una
reduccion en la expresion de GSTA2 en
comparacion con el grupo control, tanto en los
descendientes de madres control como en los de
madres fructosa si bien solo se alcanzaron
diferencias significativas en los descendientes de
madres control (Figura 5).

En cuanto a la expresion de THRa en higado se
observa un perfil similar al de GSTA2 en los
descendientes de madres control pero en los
descendientes de madres fructosa esa tendencia a
la disminucion de la expresion se atenua (Figura
5). Y en la expresion del transportador MCT10, el
perfil es el mismo que en los casos anteriores, pero
en este gen la reduccion en la expresion es
significativa, tanto en los descendientes de madres
control como en los hijos de madres-fructosa.
Por Gltimo, en la expresion de SPOT14 en higado
observamos una tendencia al aumento de la
expresion en los descendientes de madres control
que recibieron fructosa (CF) que es mas
pronunciada cuando se anade sal (CFSal),
alcanzando valores casi-significativos (p=0,052
CFSal respecto a CC); tendencia que, sin embargo,
no se llega a apreciar en hijos de madres fructosa
(Figura 5).

Es de resefnar, ademas, que el gen diana GSTA2
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en higado parece responder mejor al transportador
MCT10 y a THRa que a la concentracion de T4
(Tabla A2 del anexo).

4.1.2. ileon

El analisis de varianza ANOVA de doble via
realizado sobre la expresion de BCL3 en el ileon
(Tabla 2) muestra que se encuentran diferencias
significativas debidas a la influencia del
tratamiento recibido por la madre durante la
gestacion (M; p=0,034) y por el efecto de la
interaccion entre ambos tratamientos (M*D;
p=0,021).

También se observan diferencias
estadisticamente significativas en GSTA2 (p=0,008)
influenciadas por la dieta recibida por la madre
durante la gestacion (M). Por ultimo, se
encontraron diferencias estadisticamente
significativas relativas a la expresion de MCT8
(p=0,000) por el efecto del tratamiento recibido
por la madre (M) y también por la dieta recibida
por la descendencia (D; p=0,048).

Tras la correccion a posteriori de Bonferroni, se
muestran los datos obtenidos de la expresion
génica analizada en ileon (Figura 6). En cuanto a
la expresion génica de BCL3, el consumo de
fructosa en descendientes de madres control (CF)
produce un aumento de la expresion
estadisticamente significativo con respecto al
grupo control (CC), que no se observa cuando los
descendientes tomaron fructosa y sal. Este efecto

Efectos nutrigenémicos de la fructosa sola o asociada a colesterol o sal
en la funcion de las hormonas tiroideas. Influencia de la ingesta materna
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Tabla 2. ANOVA de doble via expresion génica de BCL3, GSTA2, MCT8 y THRa en ileon. p valor:
representa la probabilidad de obtener un resultado igual o mds extremo que el observado, asumiendo que
la hipdtesis nula es verdadera . n2: representa la proporcion de la varianza total en una variable de
interés, en este caso: 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 P n2 P n2
M 0.034 0.129 0.008 0.185 0 0.384 0.251 0.035
D 0.383 0.057 0.563 0.032 0.048 0.155 0.684 0.02
MxD 0.021 0.21 0.502 0.039 0.947 0.003 0.124 0.107

inducido Unicamente por el consumo de fructosa
no se observo en los descendientes de madres
fructosa (FF). Por ello, encontramos que la
expresion de BCL3 en los animales suplementados
con fructosa procedentes de madres fructosa (FF)
es significativamente inferior a la de los animales
descendientes de madres control que recibieron la
misma dieta (CF) poniendo de manifiesto un
efecto claro derivado de la dieta materna.

Comparando la expresion génica de GSTA2, se
observa que la ingesta de fructosa provoca una
ligera tendencia a la disminucion de la expresion
de GSTA2 frente al grupo control (FC) en los
descendientes de madres fructosa (grupo FF)
alcanzando valores significativamente inferiores a
los encontrados en los descendientes de madres
control que también consumieron fructosa (CF).
Ello muestra que el cambio en la expresion es
dependiente del tratamiento recibido por la madre
durante la gestacion. Estos efectos no se observan
cuando se anade sal a la dieta (Figura 6).

Con respecto a la expresion de THRa en el ileon,
guarda un perfil similar al de la expresion de BCL3.
Asi observamos que la expresion del gen en los
machos que recibieron fructosa y son
descendientes de madres control (CF) experimenta
una tendencia al aumento provocado por la
fructosa con respecto al grupo control (CC).
Ademas, los machos que consumieron fructosa y
eran descendientes de madres fructosa (FF),
mostraron, al igual que en BCL3, una expresion
significativamente menor de THRa al de los
procedentes de madres control que recibieron el
mismo tratamiento (CF). Este efecto no se observo
al anadir sal a la dieta.

Esto indica que el efecto observado en los genes
diana de las hormonas tiroideas es dependiente
del tratamiento recibido por la madre durante la
gestacion y de la fructosa recibida por la
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descendencia durante el tratamiento, aunque
estos efectos desaparecen con la adicidn de sal a
la dieta. Ademas, la respuesta de BCL3 y GSTA2
parece ser mas sensible a los transportadores y al
receptor que a la concentraciéon de T4 en plasma
(Tabla A2 del anexo).

Curiosamente, en cuanto a la expresion génica
de MCT8 se observa que la adicion de sal al
tratamiento con fructosa acentla la tendencia al
aumento de expresion del transportador observada
Unicamente por el efecto de la fructosa, tanto en
descendientes de madres control como en
descendientes de madres fructosa. Sin embargo,
todos los descendientes de madres fructosa
mostraron una expresion significativamente menor
a la encontrada en los machos descendientes de
madres control que recibieron la misma dieta
(Figura 6).

Varios estudios han demostrado que THRa esta

estrechamente involucrado en la respuesta de los
genes diana a la senal hormonal de la hormona
tiroidea (36). Por ejemplo, estudios de
interferencia génica han revelado la correlacion
entre la expresion de THRa y la expresion de los
genes diana en diversos tejidos y células (37 y 38),
incluso en la ausencia de hormona.
Ademas, se ha observado que los transportadores
MCT8 y MCT10 tienen una alta afinidad por la
hormona tiroidea y pueden facilitar el transporte
intracelular de la hormona tiroidea hacia los
nucleos de las células objetivo, asi, la
coordinacion entre THRa y los transportadores
MCT8 y MCT10 contribuye a la eficiencia del
transporte intracelular de las hormonas tiroideas y
la especificidad de la respuesta de los genes diana.
Esto asegura una disponibilidad adecuada de T4
para la union a THRa y la activacion de la
respuesta de los genes diana.
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Figura 6. Expresion génica de BCL3, GSTA2, MCT8 y THRa en ileon de machos F1 tras los 21 dias de tratamiento (barra azul: agua-C; barra
naranja: fructosa-F; barra rosa: fructosa+sal-FSal). Las barras mas 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 estandar
(S.E.). El simbolo * indica diferencias estadisticamente significativas entre dietas, y el # entre la ingesta materna.

4.2. Efectos de la fructosa vs Fructosa +
Colesterol

4.2.1. Higado

Se llevd a cabo el estudio de los efectos del
tratamiento de fructosa frente a los efectos del
tratamiento de fructosa y colesterol en la
expresion hepatica de los genes de la Tabla 3,
utilizando un analisis de varianza ANOVA de doble
via. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas debido a la dieta recibida por la
descendencia (D) en la expresion de GSTA2
(p=0,015), MCT10 (p=0,000) y THRA (p=0,021).

Tras el test de Bonferroni a posteriori, en la
expresion de los genes en el higado se observo
que, en el gen GSTA2, aunque la tendencia era la
misma, tanto en los descendientes de madres-
control como en los de madres-fructosa,

Unicamente existen diferencias estadisticamente
significativas en la expresion de GSTA2 en los
descendientes de madres control. De hecho,
observamos en este grupo que la adicion de
colesterol en la dieta combinada con fructosa
(CFCol) provoca un aumento.

En la expresion del gen diana SPOT14 se hallo
un perfil completamente inverso, dado que el
efecto del consumo de fructosa por parte de los
descendientes fue el contrario. Tanto en
descendientes de madres-control como en
descendientes de madres-fructosa (CF y FF) se
observa como la ingesta de fructosa provoca una
tendencia al aumento de la expresion comparado
con sus grupos control respectivos (CC y FC) y
dicho aumento se atenua o desaparece al anadir
colesterol a la dieta solida (CFCol y FFCcol) (Figura
7).

Tabla 3. ANOVA de doble via expresion génica de GSTA2, SPOT14 , MCT10 y THRa en higado. p valor: representa
la probabilidad de obtener un resultado igual o mas extremo que el observado, asumiendo que la hipdtesis nula es
verdadera . n2: representa la proporcion de la varianza total en una variable de interés, en este caso: a la influencia
de la madre (M), a de la dieta en la descendencia (D) o a la interaccion entre ambos parametros (M*D).

P n2 P n2 P n2 p n2
M 0.426 0.017 0.579 0.009 0.44 0.017 0.632 0.006
D 0.015 0.202 0.194 0.087 0 0.419 0.021 0.189
MxD 0.637 0.024 0.881 0.007 0.059 0.149 0.987 0.001
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Figura 7. Expresion génica de GSTA4, SPOT14, MCT10 y THRa en higado de machos F1 tras los 21 dias de tratamiento (barra azul: agua-C;
barra naranja: fructosa-F; barra morada: fructosa+colesterol-Fcol). Las barras mas 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 estandar (S.E.). El simbolo * indica diferencias estadisticamente significativas entre dietas, y el # entre la ingesta materna.

Para poder encontrar una explicacion a estos
resultados, se midieron las expresiones del
transportador de hormona tiroidea y de su
receptor alfa. Asi, se encontr6 en los
descendientes que provenian de madres-fructosa,
una disminucioén estadisticamente significativa de
la expresion de MCT10 en los machos que
consumieron fructosa (FF) frente a los que
recibieron agua durante el tratamiento (FC), e
incluso cuasi-significativo (P=0,06) respecto a los
que ademas tomaron colesterol (FFCol). Sin
embargo, en los descendientes de madres control,
la fructosa provoca una reduccion significativa de
la expresion (CF) que se observa también cuando
se anade colesterol a la dieta (CFCol) (Figura 7).

En cuanto a la expresion de THRa, guarda un
perfil similar al de GSTA2 e inverso a la de SPOT14,
la reduccion de la expresion observada debida al

consumo de fructosa tanto en descendientes de
madres control como de madres fructosa
desaparece cuando la fructosa se combina con
colesterol en la dieta, pero las diferencias no
llegan a ser significativas (Figura 7).

4.2.2. ileon

En los resultados del analisis de varianza ANOVA
de doble via en relacion a la expresion de los genes
en ileon (Tabla 4) se observa que, en BCL3 existen
diferencias estadisticamente significativas debidas
a la interaccion entre el tratamiento de la madre
durante la gestacion y el que recibid la
descendencia en la edad adulta (M*D; p=0,026). En
cuanto a la expresion de GSTA2, se encontraron
diferencias  estadisticamente  significativas
influenciadas por el tratamiento recibido por la
madre durante la gestacion (M; p=0,020). Por otro

Tabla 4. ANOVA de doble via expresion génica de BCL3, GSTA2, MCT8 y THRa en ileon. p valor:
representa la probabilidad de obtener un resultado igual o mas extremo que el observado, asumiendo que
la hipotesis nula es verdadera . n2: representa la proporcion de la varianza total en una variable de interés,
en este caso: a la influencia de la madre (M), a de la dieta en la descendencia (D) o a la interaccion entre
ambos parametros (M*D).

P n2 P n2 p n2 p n2
M 0.509 0.013 0.02 0.144 0.017 0.147 0.189 0.047
D 0.241 0.08 0.637 0.025 0.039 0.165 0.788 0.013
MxD 0.026 0.193 0.269 0.072 0.152 0.1 0.294 0.066

Nutrigenomic effects of fructose alone or associated with cholesterol
or salt on thyroid hormone function. Influence of maternal intake
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lado, en la expresion del gen MCT8, se observaron
diferencias estadisticamente significativas tanto
por el efecto del tratamiento recibido por los
machos en la edad adulta (D; p=0,039), como por
el efecto de la dieta de la madre durante la
gestacion (M; p=0,017).

Tras la correccion de Bonferroni, la expresion
génica analizada en el ileon muestra un perfil muy
similar para los genes BCL3, MCT8 y THRa. Asi, en
la expresion del gen diana BCL3 se observa que en
descendientes de madres control el consumo de
fructosa (CF) produce un aumento de la expresion
que no llega a ser significativo con respecto al
grupo control (CC) y que se ve atenuado por la
adicion de colesterol a la dieta (CCol), al igual que
ocurre en MCT8 y THRa. Sin embargo, si existen
diferencias significativas entre los machos que
consumieron fructosa, que eran descendientes de
madres control (CF) que presentan una expresion
superior de BCL3 y MCT8 a los que recibieron el
mismo tratamiento y eran descendientes de
madres fructosa (FF). Este mismo efecto se puede
observar en GSTA2 (indicado en la figura con
almohadilla, #). Ademas, en BCL3 se observan
diferencias estadisticamente significativas entre
los machos que consumieron fructosa (FF) y los que
consumieron fructosa y colesterol afnadido a la
dieta (FFCol), en los descendientes de madres
fructosa (Figura 8).

Efectos nutrigenémicos de la fructosa sola o asociada a colesterol o sal
en la funcién de las hormonas tiroideas. Influencia de la ingesta materma

Por ultimo, el perfil de THRa es similar al
observado para BCL3 para los descendientes de
madres control, pero en el caso de THRa no se
hallaron diferencias estadisticamente
significativas. La fructosa produce una tendencia
al aumento de la expresion en los descendientes
de madres control (CF), que desaparece al anadir
colesterol a la dieta. A su vez, el consumo materno
de fructosa durante la gestacion produce una
disminucion de la expresidon en animales
suplementados con fructosa (FF) comparado con
los descendientes de madres control que recibieron
el mismo tratamiento (CF), efecto que también
desparece al anadir colesterol a la dieta. Por lo
que el efecto en la expresion génica que se
observa esta influenciado no solo por la dieta
recibida por la descendencia en la edad adulta,
sino también por el tratamiento recibido por la
madre durante la gestacion. Curiosamente en el
higado, este efecto de la dieta materna no se
daba.

Segun los resultados obtenidos, los genes diana
de las hormonas tiroideas BCLA3, GSTA2 y SPOT14
parecen tener una respuesta mas significativa y
pronunciada hacia los transportadores estudiados
(MCT8 y MCT10) para cada uno de los tejidos
(higado e ileon) y, especialmente al receptor de
hormonas tiroideas THRa, que a la concentracion
de T4 libre en plasma (Tabla A2 del anexo), para
los cuales no se obtuvieron diferencias

Carla Marcuccini, Elena Fauste et al.



significativas. Por lo que la actividad de los
transportadores y la disponibilidad de THRa tienen
un papel relevante en su regulacion.

4.3. Genes lipogénicos

4.3.1. Higado

Teniendo en cuenta que habiamos encontrado
una respuesta clara de la expresion hepatica de
SPOT14 a las diferentes dietas y dado que es un
gen lipogénico y la lipogénesis es una via regulada
por las hormonas tiroideas, quisimos comprobar si
habia alguna relacion entre los resultados aqui
encontrados y los descritos dentro del mismo
grupo de investigacion con anterioridad. En el caso
de la expresion génica analizada para SPOT14 en
higado (Figura 5), el perfil mostrado es muy similar
a la expresion de los genes FAS, ACLY y PNPLA3 en
el estudio de los efectos de la fructosa frente a los
efectos del tratamiento con fructosa y sal, como
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se muestra en la Tabla 5. Y también se observa un
perfil similar cuando se comparan los datos de
expresion de SPOT14 (Figura 7) y la de los genes
lipogénicos obtenidos para fructosa y Western diet,
tanto para descendientes de madres control como
hijos de madres-fructosa (Tabla 6). Sin embargo,
es muy llamativo que el perfil de expresion de
SPOT14 difiere de los resultados obtenidos para
SREBP1C, un factor de  transcripcion
eminentemente lipogénico.

El gen SPOT14, u homodlogo sensible de SPOT14
a la hormona tiroidea (THRSP), es un gen
lipogénico cuya expresion esta regulada por
diversos factores de transcripcion, entre los que
se encuentran el receptor de la hormona tiroidea,
receptor X hepatico (LXR) o la proteina de union
al elemento regulador de esteroles hepaticos 1c
(SREBP-1c). Todo esto implica que su regulacion y
expresion juegan un papel relevante en la
patogenia relacionada con la obesidad (39).

Tabla 5. Resultados de la expresion génica de SREBP1c, FAS, PNPLA3 y ACLY en higado de machos F1
tras los 21 dias de tratamiento (Fructosa vs Fructosa+Sal). Los datos de expresion génica presentados son
las medias + error estandar (S.E.). En la columna p se representan las diferencias estadisticamente
significativas entre grupos, el simbolo * indica diferencias estadisticamente significativas entre dietas, y

el # entre la ingesta materna.

MADRES CONTROL

FRUCTOS A+

CONTROL

FRUCTOSA :

SAL

FRUCTOSA+

CONTROL FRULCT

Tabla 6. Resultados de la expresion génica de SREBP1c, FAS, PNPLA3 y ACLY en higado de machos F1
tras los 21 dias de tratamiento (Fructosa vs Fructosa+colesterol). Los datos de expresion génica
presentados son las medias + error estandar (S.E.). En la columna p se representan las diferencias
estadisticamente significativas entre grupos, el simbolo * indica diferencias estadisticamente significativas

entre dietas, y el # entre la ingesta materna.

MADRES CONTROL MADRES FRUCTOSA
FRUCTOSA+ FRUCTOSA+

CONTROL FRUCTOSA p CONTROL FRUCTOSA p
_ | COLESTEROL | COLESTEROL

*|CwsFCod)

SREBP1c (ua) | 1,8040,27 | 2213051 | 4,86+1,10 *[CvsFCal) 1,7510,23 | 2,10:0,36 5/6711,61 -:;:Fc:..
FAS (ua) | 16,3712,81 | 43,87i7,44 | 29,9516,85 *(Cwsf) 25,8515,16 | 43,91410,92 | 34,26110,57

**[CwaF)

PNPLA3 (ua.) | 1,90+0,70 | 7,92+1,54 1,45+0,71 2,04+0,70 | 16,96+6,86 | 2,75+1,43 .Im:;n’”
ACYL (u.a.) 1.1340,21 | 1,7440,21 0,9240,15 1,5640,26 2.2340,41 1,4540,30

Nutrigenomic effects of fructose alone or associated with cholesterol
or salt on thyroid hormone function. Influence of maternal intake
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Por otra parte, SPOT14 es un cofactor de
transcripcion con una amplia presencia en tejidos
lipogénicos y responde rapidamente a estimulos
lipogénicos, entre ellos la hormona tiroidea, la
cual es un potente inductor de la lipogénesis, o
una dieta rica en carbohidratos (40, 41 y 42). De
hecho, SPOT14 actla como cofactor en la
interaccion de la hormona tiroidea con sus
respectivos receptores, ademas de en la activacion
de la transcripcion de enzimas lipogénicas a través
de los receptores de hormonas tiroideas (42 y 43).

Los niveles de colesterol también son relevantes
en cuanto a la regulacion de la expresion de
SPOT14, lo que esta estrechamente relacionado
con los genes lipogénicos FAS, PNPLA3 y ACLY.

En otros estudios, se ha visto como un aumento
de la expresion de SRBEP-1c aumentaba la
actividad del promotor de THRSP (SPOT14) (39).
Sin embargo, la relacion entre SREBP-1c y SPOT14
puede ser compleja y estar influenciada por otros
factores de regulacion génica, ya que existen
diversos mecanismos moleculares que influyen y la
expresion génica de SPOT14 no responde solo al
gen SREBP-1c. Todo esto sugiere que los modelos
estudiados en este trabajo, sobre todo en el
estudio del efecto de la fructosa frente al de la
fructosa con colesterol anadido a la dieta, la
lipogénesis parece responder mas a THRa que a
SREBP1C.

5. CONCLUSIONES

En base a los
conclusiones del
siguientes:

« En el contexto del metabolismo de las
hormonas tiroideas, mientras que en higado
no se observan diferencias nutrigenomicas
entre los descendientes de madres control y
los de madres fructosa, en ileon hay una
clara influencia de la dieta materna.

» Laexpresion hepatica estudiada de los genes
diana para hormonas tiroideas muestra una
mayor respuesta a las diferentes dietas
principalmente en el transportador MCT10 y
THRa, que a la concentracion plasmatica de
T4.

o La expresion intestinal estudiada de los
genes diana para hormonas tiroideas muestra
una mayor respuesta a las diferentes dietas
en el transportador MCT8 en los
descendientes de madres fructosa, mientras

resultados obtenidos, las
presente estudio son las
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que esta mas relacionada con THRa en los
hijos de madres control, sin tener relacion
alguna con la concentracion plasmatica de
T4.

» Los cambios de expresion provocados por la
fructosa en SPOT14 presentan un perfil
similar al de otros genes lipogénicos
estudiados anteriormente, como ACLY, FAS y
PNPLA3; y muestra un perfil diferente a
SREBP-1c. Este hecho sugiere que, en los
modelos estudiados en el presente trabajo,
la funcion de THRa es mas relevante en la
lipogénesis que la del factor SREBP-1c.

LISTA DE ABREVIATURAS

ACC Acetil CoA carboxilasa

ACLY ATP citrato sintasa

ATP Adenosin trifosfato

BCL3 de sus siglas en inglés “B-cell
lymphoma 3-encoded protein”

BCP Bromocloropropano

CC Grupo Control-Control

cDNA DNA complementario

CF  Grupo Control- Fructosa

CFCol Grupo Control- Fructosa+colesterol
CFSal Grupo Control- Fructosa+sal
ChREBP Proteina de unién al elemento de

respuesta a carbohidratos

CIC Transportador mitocondrial de citrato
DHP Dihidroxiacetona fosfato

EDTA-K2 Acido etilendiaminotetraacético
dipotasico

FAS Acido graso sintasa

FC Grupo Fructosa- Control
FF Grupo Fructosa- Fructosa
FFCol Grupo
Fructosa+colesterol

FFSal Grupo Fructosa- Fructosa+sal
G6P Glucosa-6-fosfato

GA Gliceraldehido

GA3P Gliceraldehido-3-fosfato
GAP Gliceraldehido fosfato

Fructosa-

GLUT Transportador de glucosa

GSTA2 Gen de la glutation S-transferasa
alpha2

JMAF Jarabe de maiz alto en fructosa

LXR Receptor X hepatico

MCT8 Gen del transportador de
monocarboxilatos 8, en humanos codificado por
el gen SLC16A2

Efectos nutrigenémicos de la fructosa sola o asociada a colesterol o sal
en la funcion de las hormonas tiroideas. Influencia de la ingesta materna
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6.

MCT10 Gen del transportador de
monocarboxilatos 10, en humanos codificado por
el gen SLC16A10

PFK1 Fosfofructoquinasa 1

PNPLA3 Gen de la proteina 3 que contiene
el dominio de la fosfolipasa similar a la patatina
qPCR Reaccibn en cadena de la
polimerasa en tiempo real

RPS29 Gen de la proteina ribosomal 40S
29S

rT3 Triyodotironina inversa

SGLT1 Cotransportador sodio-glucosa 1
SPOT14 Gen de la proteina hepatica
inducible por hormona tiroidea, en humanos
esta codificada Por el gen THRSP

SREBP-1c  Proteina 1c de union al elemento
regulador de esteroles

T3 Triyodotironina

T4 Tiroxina

THRa Receptor de la hormona tiroidea
alpha

TRE Elementos de Respuesta a las hormonas
Tiroideas
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ANEXO

Figura A1. Comprobacion de la integridad del ARN obtenido mediante electroforesis en gel de agarosa.
Bandas correspondientes al ARN ribosomal 18S (abajo) y 28S (arriba).

Figura A2. Funcionalidad del cDNA mediante electroforesis en gel de agarosa. Bandas correspondientes
al producto de amplificacion de los cebadores correspondientes a RPS29 con un tamano de 236pb. A la
izquierda se encuentra el marcador molecular cuya primera banda corresponde a 100pb.

Figura A3. Electroforesis en gel de agarosa de las rectas de calibrado de BCL3 y GSTAZ2.

Tabla A1. Secuencia de los primers (cebadores) F y R de los genes BCL3, GSTA2, SPOT14, MCT8, MCT10
v THRa1 con el tamanho del producto de amplificacion en pares de bases (bp), temperatura de melting
(Tm), eficiencia y su procedencia.

Gen Primer Forward Primer Reverse VLD eTD d? p rodgcto Tm Ef 1€1€N- 1o ocedencia
de amplificacion cia

BCL3 TGCCCATGTACTCTACCCCG | CATCGACTTCCCTGTTCCCAA 234 bp 60°C 2.06 ;T'TS?
GACTGCCAGGCTGCAG- o Primer
GSTA2 AGAATGGCTCTGGTCTGTGC GAACTTC 275 bp 60°C 2.02 BLAST
SPOT14 CACATCCTTACCCACCTGACC |TCATCGTCTTCCCTCTCGTGT 126 bp 60°C 2.03 PBTTS?F
MCT8 CTTCGGCTGGATAGTGGTGT | AGCCCAAACGGTCAGTGAAT 215 bp 60°C 2.01 PBTTS?F
MCT10 GTTTTCGGAGCCCTCATTGC | TCCACGGGATTAAGCAGAGC 274 bp 60°C 1.99 PBTTS?
THRA1 CCTTGCTCAGCTCGGTCCA CAGCCTTTCACACCATGCCC 195 bp 62°C 2 PBTTS?
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Tabla A2. Concentracion (ng/L) de T4 libre en plasma de machos F1 tras los 21 dias de tratamiento.
Los datos presentados son las medias + error estandar (S.E.). En la columna p se representan las
diferencias estadisticamente significativas, el simbolo * indica diferencias estadisticamente significativas

entre dietas, y el # entre la ingesta materna.
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