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RESUMEN

Introduccién: La obesidad es considerada una epidemia a nivel nacional y mundial.
Diferentes estudios relacionan las alteraciones metabolicas de la obesidad con desbalances
en los niveles de distintas isoformas de neuregulina (NRG 1 a la 4). Las NRGs son mioquinas
gque se unen a los receptores denominados ErbBs (2, 3y 4), que se expresan en una amplia
variedad de tejidos. En higado y tejido adiposo el aumento de NRG tendria efectos protectores
ante la obesidad. Sin embargo, aun se desconoce si existen cambios en la expresion de los
receptores ErbBs en estos 6rganos, en ratones obesos comparado con los hormopeso.
Objetivo: Evaluar la expresion de los receptores ErbB2, 3 y 4 en higado y tejido adiposo de
ratones obesos y normopeso.

Disefio experimental: Se utilizaron ratones machos C57BL/6J, con peso inicial de 12-14 g.,
alimentados por 12 semanas con dieta control (DC) o dieta alta en grasa (DAG). Se
conformaron dos grupos experimentales (n= 6/grupo): DC (10% lipidos, 20% proteinas, 70%
carbohidratos) y DAG (60% lipidos, 20% proteinas, 20% carbohidratos).

Materiales y Métodos: Se evalu6 la expresion de los receptores ErbB2, 3y 4 en higado y
tejido adiposo (gPCR) y niveles hepéticos de ErbB2, 3 y 4 (inmunohistoquimica).
Resultados: Los niveles de mRNA de los receptores ErbB2 y 3 en higado, y ErbB2, 3y 4 en
tejido adiposo disminuyeron significativamente en el grupo DAG respecto al grupo DC. Los
niveles proteicos de ErbB2 y 3 en higado disminuyeron significativamente en el grupo DAG
respecto al grupo DC.

Conclusiones: La obesidad inducida por DAG, se acompafa de disminucion significativa de
los niveles de mRNA y de los niveles proteicos de los receptores ErbB2 y 3 en higado y de los
niveles de mRNA de los receptores ErbB2, 3y 4 en tejido adiposo. Los cambios en la expresion
de estos receptores en ratones obesos podrian estar asociados a alteraciones en la via de
NRG/ErbBs, lo cual permitiria estudiar su implicancia en trastornos metabolicos relacionados

con la obesidad; para lo cual se requiere estudiar previamente las vias de sefalizacion.
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INTRODUCCION

1.-Obesidad.

La obesidad es una enfermedad compleja y multifactorial que hoy en dia es considerada una
epidemia debido a su crecimiento explosivo y a la gran poblacién mundial que afecta®. Segun
datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), desde 1975 esta patologia se ha
triplicado en todo el mundo. Ademas, datos obtenidos en el afio 2016 sefialan que mas de 650
millones de adultos, de 18 afios 0 mas, presentaron obesidad?. En Chile, méas del 70% de la
poblacion posee sobrepeso u obesidad, y en el caso de esta Ultima condicidn, se le atribuye 1
de cada 11 muertes en nuestro pais®. La obesidad se considera un estado de inflamacion y de
estrés oxidativo crénico y de bajo nivel*, que se caracteriza por una acumulacién excesiva de
tejido adiposo, principalmente tejido adiposo visceral, el cual puede ser perjudicial para la

salud, y que ha sido asociado a un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares®.

2.- Neuregulinas.

Las Neuregulinas (NRGs) son una familia de proteinas de sefializacion que median una gran
cantidad de funciones celulares, que incluyen la supervivencia, la proliferacion, la motilidad, la
angiogénesis y la diferenciacion en los sistemas neuronales y no neuronales®. Las NRGs son
consideradas mioquinas, ya que se sintetizan y secretan principalmente en el misculo®, pero
también se ha descrito que pueden ser sintetizadas por el higado y el tejido adiposo’ 8.

Se han descrito cuatro genes que codifican para NRG (1 al 4); estas variantes presentan mas

de 30 isoformas que resultan del splicing alternativo del gen NRG®.
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Figura 1. Estructura de las distintas isoformas de Neuregulina (NRG)®.

La isoforma mas estudiada es NRG1 (Figura 1), la cual juega un rol muy importante en varios
organos, tales como el corazén, el masculo esquelético y el higado, asi como también en el
sistema nervioso®. En tanto, se ha descrito que NRG4 es una isoforma que se expresa y
sintetiza mayormente en el tejido adiposo, por lo que se considera una adipoquina que,

ademas, esta involucrada en la homeostasis metabdlica sistémica®.

3.- Receptores de Neuregulina (ErbBs).

Todas las isoformas de NRG poseen un dominio de tipo factor de crecimiento epidermal (EGF),
el cual permite la unién a receptores especificos denominados ErbBs, que se expresan en una
amplia variedad de tejidos y regulan diversos procesos tales como la apoptosis, la

diferenciacion, el desarrollo y la progresién del ciclo celular®.



La familia de receptores ErbBs comprende cuatro miembros: ErbB1 (también llamado HER1 o

EGFR), ErbB2 (HER2 o NEU), ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4) (Figura 2).

ErbB RECEPTORS  NRG-

EGF (Active as dimers) NRG-2
TGFa NRG-3
Amphiregulin NRG-4
HB-EGF HB-EGF
p-Cellulin NRG-1 p-Cellulin
Epiregulin (Orphan NRG-2 Epiregulin
Epigen receptor) Caleb Epigen
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-
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Figura 2. Estructura de los receptores ErbBs y sus ligandos especificos®.

Como se muestra en la Figura 2, de todos estos receptores, ErbB1 no reconoce a NRG, pero
si otros ligandos; ErbB2 carece de un dominio de unidn a ligando, pero posee un dominio
citosolico tirosina quinasa cataliticamente activo, y el receptor ErbB3 reconoce a NRG, pero
carece de actividad tirosina quinasa. Solo el receptor ErbB4 posee tanto la capacidad de union
a NRG como la actividad tirosina quinasa, por lo que puede activarse como homo o
heterodimero. Los otros receptores deben necesariamente heterodimerizar para

complementarse y ser funcionales para la via activada por NRGS.



La unién de NRG a los receptores ErbBs, desencadena una serie de eventos de sefializacion
rio abajo, activAndose principalmente las vias de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y MAP
quinasa (MAPK), generando efectos autocrinos, paracrinos y yuxtacrinos dependiendo del tipo

de érgano®.

4.- Funcion de la via de Neuregulina/receptores ErbBs en musculo.

El masculo esquelético es uno de los 6rganos mas importante para la homeostasis de la
glucosa en hiperglicemia, ya que es el responsable de la captacion y catabolismo de la glucosa
estimulada por la insulina®.

Estudios realizados en muasculo esquelético de ratas Wistar sefialan que la contraccion
muscular induce la liberacion de NRG1, la cual por medio de sefializacion autocrina activa al
heterodimero ErbB2-ErbB4, provocando la induccion de la translocacion del transportador de
glucosa-4 (GLUT-4) a la membrana plasmatica, proceso importante para la captacién de
glucosa en las células musculares®. Por lo tanto, estos estudios conectan la via de
NRG/receptores ErbBs con la homeostasis de la glucosa, postulando que esta via de
sefializacion tiene un efecto relevante en la regulacién del metabolismo muscular®.

Mas aln, estudios realizados en el musculo esquelético de ratas obesas sefialan que el
entrenamiento con ejercicios de resistencia de baja intensidad, combinado con un cambio a
dieta control, activan la via de NRG1/ErbB4 mediante el aumento de expresion y actividad de
una metaloproteasa denominada ADAM17%°. Esta metaloproteasa provoca el corte proteolitico
de NRG1 de transmembrana, lo que permite la liberacion del dominio cataliticamente activo
de NRG1, que se une al receptor®. Este estudio ademas postula que los efectos beneficiosos
de la actividad fisica y dieta en ratas obesas, podria ser explicada en parte por la activacion

de la via de sefializacion de NRG1/ErbB4°,



5.- Efectos de Neuregulina en tejido adiposo. Rol en Obesidad.

El tejido adiposo es el 6rgano endocrino mas grande involucrado en el metabolismo. Esta
encargado del almacenamiento de los lipidos, por lo que su disfuncién esta directamente
relacionada con la obesidad?*!.

El tejido adiposo pardo actia como una fuente de factores endocrinos que modulan el
metabolismo energético sistémico. En relacién con esto, se ha descrito que NRG4 es una
adipoquina que se expresa altamente en grasa parda'?.

En un estudio realizado en ratones knockout para NRG4 se observé una reduccion de la
angiogénesis, tanto en tejido adiposo blanco como en tejido adiposo pardo. Ademas, estos
ratones presentaron un fenotipo obeso, junto con una disminucién de la sensibilidad a la
insulina y la tolerancia a la glucosa*®.

De igual manera, estudios realizados en ratones obesos por DAG han descrito una disminucion
de NRG4 en el tejido adiposo blanco, comparado con ratones normopeso*. Ademas, se
demostré que la transferencia de un plasmido con el gen NRG4, a ratones de 8 semanas de
edad, gener6 un efecto protector ante la obesidad inducida por la dieta. Estos ratones, luego
de 9 semanas, presentaron un peso corporal significativamente menor (10 gr) que el de los
animales controles!*.

Por otra parte, andlisis realizados en individuos obesos, muestran que aquellos sujetos con
los niveles plasmaticos mas bajos de NRG4, presentaban niveles de indice de masa corporal
(IMC), circunferencia de la cintura y masa corporal grasa significativamente mayores,
comparado con los individuos que tenian niveles mas altos de NRG4. También la prevalencia
de aumento de la glucosa en ayunas y la presion arterial fue significativamente mayor en los
individuos con niveles mas bajos de NRG4, que en aquellos con valores plasmaticos de NRG4

mas elevados, asociando a NRG4 con el metabolismo de la glucosa®.



6.- Funcion de la via de Neuregulina/receptores ErbBs en higado. Rol en obesidad.

El higado es el 6érgano encargado de almacenar y producir glucosa, por lo que es uno de los
principales o6rganos involucrados en la homeostasis de la glucosa, la cual depende
principalmente del equilibrio entre su produccién y consumo?®.

Estudios realizados en higados de ratas Wistar adultas han descrito que la administracion
aguda de NRG1 aumenta significativamente la tasa de fosforilacion del receptor ErbB3 y de la
proteina quinasa AKT. La activacion de esta via de sefializacion tendria un efecto de
disminucion de la glucosa en el higado, mediante la inhibicién de la expresién de los genes
que codifican las enzimas gluconeogénicas?®.

En modelos de raton transgénico para NRG4, en los que se provocd una sobreexpresion de
NRG4, se demostré una reduccién significativa en los niveles de glucosa e insulina en el
plasma, en comparacién a ratones silvestres, luego de una alimentacién con una DAG. Estos
ratones transgénicos también presentaron una mejor tolerancia a la glucosa y sensibilidad a
la insulina. Junto con esto, se observo una disminucién significativa de la esteatosis hepética,
determinado mediante el andlisis histolégico y la medicién del contenido lipidico®?.

Por otra parte, se ha descrito que la deficiencia de NRG4 inhibe la sefializacién de los
receptores ErbB3-ErbB4, lo que conduce a un aumento de la lipogénesis hepética y
predispone a los ratones a la esteatosis hepatica inducida por la dieta'?2. Asimismo, en un
estudio realizado con pacientes que presentan enfermedad del higado graso no alcohdlico
(EHGNA) se observaron niveles reducidos de NRG4 plasmaticos, sugiriendo que la baja de

NRG4 estaria contribuyendo a la patogénesis de EHGNAY'.

7.- Expresién de receptores ErbBs en tejido adiposo e higado.
Hasta la fecha no hay publicaciones que describan los niveles de expresion de los receptores
ErbBs en higado y en tejido adiposo, a pesar de las importantes funciones descritas para la

via de NRG/receptores ErbBs en condiciones fisiologicas y de obesidad. Los estudios solo se
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han centrado en describir los niveles y efectos de NRG (NRGL1 y 4 en higado, y NRG4 en tejido
adiposo), ligandos de estos receptores, en distintos modelos. Por lo tanto, el objetivo de esta
tesis fue evaluar la expresion de los receptores ErbB2, 3 y 4 tanto en higado como en tejido
adiposo de ratones obesos y normopeso.

Los antecedentes de la literatura indican que un aumento de la expresién de NRG1 en higado
seria beneficioso para disminuir la obesidad y las alteraciones metabdlicas asociadas a ella,
lo que podria estar asociado a una mayor expresion de los receptores ErbBs en este
6rgano*?18,

Por otro lado, en tejido adiposo, un aumento en la expresion de NRG4 estaria ligado a un rol
protector ante la obesidad’ 8. Sin embargo, no se conocen los mecanismos por los cuales
NRG4 estaria cumpliendo este papel, lo que hace aun més interesante el estudio de la

expresion de los receptores ErbBs en este tejido.
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HIPOTESIS

Los ratones obesos presentan una mayor expresion de los receptores ErbB2, 3 y 4 respecto a

aquellos normopeso, tanto en tejido adiposo como hepético.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
Evaluar la expresion génica de los receptores ErbB2, 3 y 4 en higado y tejido adiposo, y
caracterizar su localizacion en cortes de higado, en modelo murino en condiciones de

normopeso y obesidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Evaluar el nivel de expresion de los mRNA de los receptores ErbB2, 3 y 4 en muestras de
tejido hepatico y adiposo en ratones normopeso y obesos, mediante gPCR.

2.- Evaluar el nivel de expresion proteico de estos receptores en muestras de tejido hepatico

en ratones normopeso y obesos, mediante inmunohistoquimica.
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MATERIALES Y METODOS

Modelo experimental

Se utilizaron muestras guardadas a -80 °C de tejido hepatico y grasa visceral extraidas de
ratones machos de la cepa C57BL/6J (Bioterio Central, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile), los cuales fueron mantenidos en condiciones de temperatura controlada con acceso
libre a agua y alimentacién en ciclos de 12 h de luz/ 12 h de oscuridad. Los protocolos de
manejo y cuidado de animales experimentales fueron aprobados por el comité de Bioética
sobre investigacién en animales de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
(Autorizacion Bioética: CBA #0639, FMUCH).

Cuando los animales alcanzaron un peso corporal de 12 a 14 g (20 dias después del destete),
fueron divididos aleatoriamente en dos grupos:

a) Grupo dieta control (DC), dieta que contiene 10% de grasa, 20% de proteina y 70% de
carbohidratos (Research Diets INC D12450B, USA).

b) Grupo sometido a dieta alta en grasa (DAG), alimentado con una dieta de 60% de grasa,
20% de proteinas y 20% de carbohidratos (Research Diets INC D12492, USA).

Los animales fueron alimentados en estas condiciones por 12 semanas. Al finalizar este
periodo, los animales se sometieron a ayuno por 6-8 horas antes de ser anestesiados en forma
intraperitoneal con Zoletil (Tiletamina hidroclorhidro y Zolacepam hidrocloridro, 20-40 mg Kg-
1). Las muestras de tejido hepatico y adiposo fueron congeladas con nitrégeno liquido y luego

almacenadas a -80°C.

Extraccion de RNA
Para extraer el RNA de las muestras congeladas de higado y adiposo se utilizé el método
fenol/cloroformo seguido por purificacion por columnas utilizando el kit E.Z.N.A. total RNA

(Omega Bio-tek Inc., Austin TX, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
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cuantificar el RNA obtenido en la extraccién, se determind su absorbancia en un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 260 nm. Para la sintesis de cDNA sélo se
utilizaron las muestras que presentaron una relacién RNA/proteinas (260nm/280nm) mayor a
1,6. La concentracion de RNA total (ug/ul) en la muestra se calculé a partir de la siguiente
formula:

Concentracion de RNA (ug/ul) = Abs. 260 nm * factor de dilucién (500) * 40
1000

Sintesis de DNA complementario (cDNA) a partir de RNA

Se utilizé el protocolo incluido en el kit para RT-PCR de la enzima SuperScript Il (Invitrogen).
Para ello, una mezcla compuesta por 1 ug de RNA total, 1 uL dNTP 10 mM y 1 pL oligodT 0,5
pg/uL en un volumen final de 10 pl, fue incubada durante 5 min a 65°C y luego puesta en hielo
por al menos un minuto. Posteriormente, se agregd una segunda mezcla que contenia 4 L
Buffer 5x First, 2 uL DTT 0,1 M, 0,25 yuL RNAsin, 0,25 L de transcriptasa reversa SuperScript
Il'y 3,5 puL H20 sin nucleasas. La sintesis del cDNA se realiz6 incubando el sistema a 42°C por
50 min y luego a 70°C por 15 min. Ademas, se utilizo como control un tubo -RT que contenia

todos los reactivos excepto la enzima. EI cDNA se guardé a -20°C.

Reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real (QPCR)

El PCR cuantitativo para las muestras de cDNA de tejido hepéatico y adiposo se realizé en
duplicado para cada muestra, utilizando una concentracion Optima de partidores
estandarizados en el laboratorio de 5 pM. Como control, se utilizaron 2 genes constitutivos:

Gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y B-actina.
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Tabla 1.- Secuencia de los partidores utilizados

Partidor

Secuencia

ErbB-2

Sentido
5-GCTGCCCGAAACGTGCTA-3'

Antisentido
5-CCGTGCCAGCCCGAA-3'

ErbB-3

Sentido
5-AGGCTTGTCTGGATTCTGTGGTT-3"

Antisentido
5-GGGATCGGGTGCAGAGAGA-3'

ErbB-4

Sentido
5-GGAGGCTGCTCAGGACCAA -3'
Antisentido
5-ACGCAGGCTCCACTGTCAT-3'

GAPDH

Sentido
5-TCCGCCCCTTCCGCTGATG-3'

Antisentido
5-CACGGAAGGCCATGCCAGTGA-3'

B-actina

Sentido
5-AGCCATGTACGTAGCCATCC -3'
Antisentido
5'-CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-3'

El qPCR se realiz6 en un Termociclador Stratagene Mx3000p QPCR System (Agilent
Technologies), utilizando el reactivo EvaGreen (5X HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR Mix
Plus, Solis Biodyne) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para ello, se prepar6 una
mezcla compuesta por 2 pL partidores 5uM (mezcla de partidor sentido y antisentido), 7 L
H0O sin nucleasas y 10 uL Mix PCR 2X. A cada tubo se agreg6 19 pL de esta mezclay 1 uL

del cDNA correspondiente. Se incluyé como control un blanco, que contenia todos los reactivos

excepto el cDNA de una de las muestras.

La amplificaciébn por PCR se mantuvo en la fase exponencial para cada producto. Las

condiciones del PCR para todos los partidores fueron: un ciclo de 95°C durante 15 min,
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seguido de 40 ciclos de 95°C durante 15 seg, 60°C durante 20 seg, 72°C durante 20 seg y un
ciclo final de 95°C durante 1 min, 55°C durante 30 seg y 95°C durante 30 seg.

Para la cuantificacion del cDNA tanto de los genes de interés como de los genes constitutivos,
se utilizé el programa Mxpro Software (Comparative cuantification) de Stratagene. El andlisis

de los resultados se realizé a través del algoritmo Delta-Delta Ct (2-44¢Y),

Procesamiento de tejido hepético

Las muestras provenientes del l6bulo izquierdo hepatico una vez extraidas fueron fijadas
inmediatamente en formalina 4% p/v tamponada en buffer fosfato (0,1M; pH 7,4) por 24 h a
4°C, luego se sometieron a un lavado por una hora en agua corriente “corriendo”, para después
continuar con la deshidratacion en etanoles de graduacion ascendente (70°,80°,95°,
100°,100°,100°) por 35 min cada uno, seguido por dos pasos por xilol por 35 min cada uno.
Posteriormente, se realizé la impregnacion a 60°C en tres cambios de parafina por 45 min
cada uno, incluyendo el tejido finalmente en bloques de parafina destinados para histologia e

inmunohistoquimica.

Histologia convencional

Se realiz6 el analisis morfol6gico del tejido hepatico a partir del bloque de parafina en cortes
en microtomo de 3 ym de grosor, los cortes fueron adheridos en portaobjetos limpios y secados
a 60°C durante 1 h. La desparafinacion de los cortes se realizé en dos cambios de xilol por 10
min, rehidratacion en etanoles de graduacion descendente (100°, 100°, 95°,70° por 5 min c/u)
hasta llegar a agua destilada, tincion nuclear con hematoxilina de Mayer (5 min), viraje en agua
corriente (10 min), lavado rapido en agua destilada, tincién con eosina (30 seg), lavado muy
breve en agua destilada, rapida deshidratacién en etanol de 95°,100°,100° (1 min c/u) seguido

de dos pasos por xilol (10 min c/u) para finalmente montar con Entellan.
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Inmunohistoquimica para ErbB2, 3y 4

La inmunohistoquimica para ErbBs se realizé utilizando cortes en micrétomo a un grosor de 3
pm siguiendo el protocolo mencionado anteriormente hasta la rehidratacién, seguido del
proceso de recuperacion antigénica en buffer citrato a pH 6.1 (10mM de citrato de sodio, 0,05%
Tween-20) por 30 min a 95°C en vaporera, la peroxidasa endégena se bloqueb con solucién
de peréxido de hidrégeno al 3% por 15 min a temperatura ambiente, seguido del bloqueo de
uniones inespecificas utilizando suero normal de caballo 2,5% del kit ImnmPRESS™ HRP Anti-
Rabbit IgG (Vector) por 20 min. Como anticuerpos primarios se utilizaron los anticuerpos anti-
ErbB2 (C-18: sc-284, Santa Cruz Biotechnology, INC.) y anti-ErbB4 (C-18: sc-283, Santa Cruz
Biotechnology, INC.) en una dilucién de 1:100 en PBS/BSA 2,5% y anti-ErbB3 (C-17:sc-285,
Santa Cruz Biotechnology, INC.) en una dilucion de 1:50 en PBS/BSA 2,5% durante toda la
noche a 4°C, posteriormente se incub6 con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa
del kit IlmPRESS™ HRP Anti-Rabbit IgG segun instrucciones del fabricante. Para el
revelando se utilizé el kit impactDAB (Vector) basado en 3,3-diaminobenzidina (DAB) como
cromogeno. Luego del revelado con DAB, se realiz6 el contraste nuclear de las muestras con
hematoxilina de Mayer por 1 min y se procedié a su deshidratacion para ser montadas con
Entellan.

Como control negativo se procesaron cortes de las muestras correspondientes, sin incubar
con anticuerpo primario (en su lugar se us6 PBS) siguiendo el protocolo sefialado. Para el
analisis de las muestras, se determiné la cantidad de células positivas por 10 campos a un
aumento de 400x en cada una de las laminas histolégicas en microscopio éptico de luz
Olimpus modelo CX31.

Andlisis estadisticos

Los resultados fueron expresados como promedios + error estandar (SEM). La significancia

estadistica entre grupos experimentales se calculé mediante la prueba t-Student para datos
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no pareados, considerando un nivel de significancia de p <0,05. Para esto se utilizd el

programa Graphpad Prism 6.0.
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RESULTADOS

1.- Anélisis histologico de muestras hepaticas.

Para determinar la morfologia del higado en condiciones de obesidad y normopeso, se realizd
el andlisis histologico mediante la tinciébn con hematoxilina y eosina de muestras hepaticas de
ratén de los grupos DC y DAG (Figura 3). El higado del grupo DC presenta una arquitectura
lobulillar normal, sin alteraciones tisulares. Los cordones de hepatocitos adoptan una
disposicion radial desde la periferia del lobulillo hacia la vena central. Los sinusoides, los
cuales se encuentran entre los cordones de hepatocitos, desembocan en la vena central. Los
hepatocitos poseen su forma caracteristica; poliédricas con nacleos esferoidales centrales
(Figura 3A). Por otra parte, el higado del grupo DAG presenta una esteatosis con micro y
macrovesiculas lipidicas, las cuales comprimen y desplazan al nicleo de las células hepéticas
hacia la periferia. Se observa que los hepatocitos presentan balonamiento celular, y no se
disponen en cordones. Sin embargo, no se observa infiltrado inflamatorio, ni fibrosis del

parénquima (Figura 3B).
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Figura 3.- Histologia hepéatica de los animales de experimentacién. (A) Dieta control (DC). (B) Dieta
alta en grasa (DAG). Tincidon hematoxilina y eosina. La histologia muestra un significativo incremento
del contenido graso en el grupo DAG (90%) (B) en comparacion al grupo DC (30%) (A). Barra: 100 pym.
Aumento: 400X.
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2.- Expresién de receptores ErbBs en higado y tejido adiposo mediante niveles de
MRNA.

Para determinar el nivel de expresion de los mRNA de los receptores ErbB2, 3 y 4 se realiz6
gPCR, utilizando muestras de cDNAs obtenidas a partir de higado y tejido adiposo de ratones
con DC y DAG.

En el higado se observé una disminucion significativa de los niveles de mRNA de ErbB2 y
ErbB3 en el grupo DAG, con respecto al grupo DC (Figuras 4A y 5A), mientras que para ErbB4
la disminucion observada en DAG no fue significativa (Figura 6A).

En tejido adiposo todos los receptores ErbBs presentaron una disminucién significativa en los
grupos DAG con respecto a los grupos DC (Figuras 4B, 5B y 6B). La expresion de los
receptores ErbB2 y 3 decay6 mas de la mitad en el grupo DAG con respecto al grupo (Figuras
4By 5B).

Ademas de GAPDH, se utilizé B-actina como gen constitutivo para normalizar los resultados.
Los resultados obtenidos con B-actina fueron iguales a los obtenidos con GAPDH (datos no

mostrados).
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Figura 4.- Niveles de mRNA del receptor ErbB2 en higado y tejido adiposo en ratones normopeso
y obesos. (A) Muestras de higado. (B) Muestras de tejido adiposo. Los niveles de expresion del receptor
ErbB2 disminuyeron significativamente en el grupo dieta alta en grasa (DAG), con respecto al grupo
dieta control (DC), en ambos tejidos. GAPDH se utiliz6 para la normalizacion. Los valores corresponden
a promedios + SEM para 7 animales por grupo experimental en higado y 6 animales por grupo
experimental en tejido adiposo. (***) p<0,001 (t-Student, datos no pareados).
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Figura 5.- Niveles de mRNA del receptor ErbB3 en higado y tejido adiposo en ratones normopeso
y obesos. (A) Muestras de higado. (B) Muestras de tejido adiposo. Los niveles de expresion del receptor
ErbB3 disminuyeron significativamente en el grupo dieta alta en grasa (DAG), con respecto al grupo
dieta control (DC), en ambos tejidos. GAPDH se utiliz6 para la normalizacion. Los valores corresponden
a promedios + SEM para 7 animales por grupo experimental en higado y 6 animales por grupo
experimental en tejido adiposo. (***) p<0,001, (****) p<0,0001 (t-Student, datos no pareados).
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Figura 6.- Niveles de mRNA del receptor ErbB4 en higado y tejido adiposo en ratones normopeso
y obesos. (A) Muestras de higado. (B) Muestras de tejido adiposo. En higado, no se observan cambios
significativos en los niveles de mRNA del receptor ErbB4, en el grupo dieta alta en grasa (DAG), con
respecto al grupo dieta control (DC), mientras que en tejido adiposo se observa una disminucién
significativa del nivel de expresion de ErbB4 en el grupo DAG. GAPDH se utilizé para la normalizacion.
Los valores corresponden a promedios + SEM para 7 animales por grupo experimental en higado y 6
animales por grupo experimental en tejido adiposo. (*) p<0,05 (t-Student, datos no pareados).
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3.- Expresion de receptores ErbBs en higado mediante inmunohistoquimica

Con el objeto de evaluar el nivel de expresion proteica y localizacion celular de los receptores
ErbBs, se realiz6 inmunohistoquimica para estos receptores en higado de ratén de los grupos
DCy DAG.

En los hepatocitos, la inmunomarcacion se encuentra en el citoplasma y nicleo, por lo que se
observa positividad uniforme en toda la célula, tanto en el grupo DC como en el grupo DAG
(Figuras 7, 8 y 9). La cantidad de células positivas disminuye significativamente para los
receptores ErbB2 y 3 en el grupo DAG con respecto al grupo DC; mientras que la disminucién
del receptor ErbB4 no es significativa (Figura 10).

ErbB2 y ErbB4 presentan una inmunotincion mas intensa que ErbB3, tanto en el citoplasma
como en el nicleo. Las células negativas para ErbBs, suelen agruparse en distintas zonas del

lobulillo hepético, no obstante, también se encuentran de forma aislada (Figuras 7, 8 y 9).

» ’ § 1

Figura 7.- Inmunohistoquimica para el receptor ErbB2 en tejido hepatico. (A) Dieta control (DC).
(B) Dieta alta en grasa (DAG). Existe una disminucién de la tincion inmunohistoquimica para el receptor
ErbB2 en el grupo DAG con respecto al grupo DC. Se observan células negativas agrupadas, indicadas
por las flechas (B).

Barra: 100 ym. Inserto: control negativo. Aumento: 400X.
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Figura 8.- Inmunohistoquimica para el receptor ErbB3 en tejido hepatico. (A) Dieta control (DC).
(B) Dieta alta en grasa (DAG). Existe una disminucién de la tincién inmunohistoquimica para el receptor
ErbB3 en el grupo DAG con respecto al grupo DC. El receptor ErbB3 presenta un patrén menos intenso
que ErbB2 y ErbB4. Se observan células negativas agrupadas, indicadas por las flechas (B).

Barra: 100 pm. Inserto: control negativo. Aumento 400X.
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Figura 9.- Inmunohistoquimica para el receptor ErbB4 en tejido hepatico. (A) Dieta control (DC).
(B) Dieta alta en grasa (DAG). Existe una disminucién de la tincion inmunohistoquimica para el receptor
ErbB4 en el grupo DAG con respecto al grupo DC. Se observan células negativas agrupadas, indicadas
por las flechas (B).

Barra: 100 ym. Inserto: control negativo. Aumento 400X.
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Figura 10.-Porcentaje de células positivas para inmunotincién de los receptores ErbB2, 3y 4. El
porcentaje fue tomado por campo (10) a un aumento de 400X, en los grupos dieta control (DC) y dieta
alta en grasa (DAG) en higado de raton. Los valores corresponden a promedios + SEM para 6 animales
por grupo experimental. (A) Receptor ErbB2. (B) Receptor ErbB3. (C) Receptor ErbB4. (*) p<0,05) (t-
Student, datos no pareados).



DISCUSION

La obesidad es un problema a nivel mundial y en Chile se asocia a alteraciones metabdlicas
gue son una de las principales causas de morbilidad y mortalidad. Las tasas de prevalencia

aumentan afio tras afio, lo que genera una amenaza para la salud de nuestro pais?®.

Existe una gran cantidad de estudios epidemioldgicos que evidencian los efectos perjudiciales

de la obesidad, sin embargo, los mecanismos biolégicos subyacentes son menos conocidos?®.

La homeostasis metabdlica, en condiciones fisiolégicas normales, estd regulada
principalmente por el higado y el tejido adiposo, a través de la secrecién de citoquinas,
adipoquinas y factores de crecimiento?. En condiciones de un exceso de consumo de calorias,
las vias de sefalizaciobn se alteran, contribuyendo a trastornos metabdlicos y lesiones
asociadas, en ambos 6rganos®.

En el tejido adiposo, la obesidad provoca la hiperplasia de los adipocitos e hipertrofia del tejido.
Esto lleva a un aumento en el consumo de oxigeno. Debido a que esta mayor demanda de
oxigeno no se puede suplir, los adipocitos comienzan a sufrir muerte celular y las células
inflamatorias aumentan en la circulacién. Los adipocitos dafiados, por la deficiencia de
oxigeno, disminuyen la produccién de ciertas adipoquinas (dentro de las cuales se encuentra
NRG). La capacidad de respuesta a la insulina por parte de los adipocitos se ve afectada por
las grandes cantidades de citoquinas inflamatorias que producen los macréfagos, como el
factor de necrosis tumoral y la interleuquina-6, provocando finalmente la resistencia a insulina.
Por otra parte, aumenta la lipolisis y la liberacién de acidos grasos al plasma. En consecuencia,
la desregulacion de los niveles de las adipoquinas metabdlicas y las citoquinas inflamatorias
en el tejido adiposo, producen aumento de acidos grasos circulantes y la acumulacion ectépica
de los acidos grasos en otros tejidos, incluido el higado?.
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La lesion hepética estd dada en parte por la acumulacion de grasa en los hepatocitos,
mediante el aumento de acidos grasos circulantes que llegan al higado y que no son beta
oxidados, y la lipogénesis hepética de novo. Esto provoca estrés oxidativo, lipotoxicidad,
disfuncion mitocondrial y estrés del reticulo?. Dichos mecanismos, inducidos por la
acumulacién de metabolitos toxicos derivados de &cidos grasos y la consiguiente activacion
de vias inflamatorias, provocan la incapacidad de los hepatocitos para eliminar el exceso de

acidos grasos libres?2.

En los Ultimos afios, diferentes estudios vinculan las alteraciones metabélicas de la obesidad

con desbalances en los niveles de distintas isoformas de NRG (1 a la 4)591216,

Las NRGs que son sintetizadas y secretadas en musculo, higado y tejido adiposo® 78, se unen
a los receptores denominados ErbBs (2, 3 y 4), generando efectos autocrinos, paracrinos y
yuxtacrinos, a través de la activacion de mdltiples cascadas de sefializacion®.

Dentro de los efectos metabdlicos que se han propuesto para esta via, se ha descrito que NRG
participa en el metabolismo de la glucosa en el masculo esquelético, induciendo su captacién
mediante la translocacion de GLUT-4 a la membrana celular. El efecto de NRG es aditivo a la
accion de la insulina, ya que se ha identificado que activan vias de sefializacion
independientes®.

Por otra parte, la activacién de la via de NRG4, en adipocitos, produce un aumento de los
vasos sanguineos en tejido adiposo blanco y genera una mayor sensibilidad a la insulina y
mejora la tolerancia a la glucosa®. Esto Ultimo podria deberse al mismo mecanismo que se ha
descrito en musculo, NRG provocaria la translocacion de GLUT-4 a la membrana de los
adipocitos, generando un aumento de la captacion de glucosa. Sin embargo, no existen

estudios que describan este mecanismo en tejido adiposo blanco.
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Por otro lado, se ha descrito que NRG4 en higado juega un rol importante en la fisiopatologia
de EGHNA, al inhibir la lipogénesis hepéatica mediante la inhibicion del factor de crecimiento

llamado proteina de unién al elemento regulador del esterol (SREBP-1c) Y.

Estos antecedentes indicarian que la via NRG/receptores ErbBs podrian estar participando de
manera directa en una gran variedad de vias metabdlicas asociadas a la obesidad, tanto en
higado como en tejido adiposo.

Sin embargo, a pesar de las multiples funciones descritas para esta via, hasta la fecha no
existen estudios que describan los niveles de expresion de los receptores ErbBs en

condiciones de obesidad vs normopeso en higado y tejido adiposo.

Dado que, los antecedentes de la literatura sefialan un efecto beneficioso del aumento de la
expresion de NRG, en higado y tejido adiposo*? * 16 y ademas que, en otras patologias como
la distrofia muscular se ha postulado que la via de NRG/receptores ErbBs cumple un rol
compensatorio??, esperdbamos observar un aumento en la expresion de los receptores ErbBs
en higado y tejido adiposo de ratones obesos comparado con los ratones normopeso. Sin
embargo, los resultados obtenidos en esta tesis muestran lo contrario: disminuyen
significativamente, tanto los niveles de expresion, y los niveles proteicos de los receptores
ErbB2 y 3 en higado, como los niveles de expresion de los receptores ErbB2, 3 y 4 en tejido

adiposo, al comparar el grupo DAG con respecto al grupo DC.

La disminucion de la expresion de los receptores ErbBs que observamos tanto en higado como
en tejido adiposo de ratones obesos, nos sugiere que las vias metabdlicas asociadas a estos
receptores también podrian estarlo. De hecho, varios trabajos coinciden que una disminucién
de NRG seria una caracteristica comin de la obesidad?*, postulando que un aumento en la

expresion de NRG en distintos érganos, tendria efectos protectores ante la obesidad.
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En ratones transgénicos para NRG4 se ha demostrado que la activacion de la via de
NRG4/ErbB3-ErbB4 reduce el aumento de peso inducido por una DAG, al aumentar la tasa
metabdlica basal y el gasto de energia a nivel sistémico®. Ademas, otro estudio demuestra
que la activacion de esta via inhibe la via lipogénica hepatica'?, por lo que una disminucién de
estos receptores podria estar directamente relacionado a una disminucion del gasto energético

y a un aumento de la acumulacion de acidos grasos en el higado, en ratones obesos.

En higado, se ha descrito que la administracion aguda de NRG1 aumenta significativamente
la tasa de fosforilacion de residuos de tirosina en el dominio citoplasmatico de ErbB3, lo que
activaria la via de sefalizacién de PI3K/AKT. AKT es un importante inhibidor de la expresién
de los genes que codifican las enzimas gluconeogénicas'®, por tanto, una disminucién de la
via NRG1/ErbB2-ErbB3 podria estar relacionada con un aumento de la gluconeogénesis en el

higado de ratones obesos.

La sobreexpresién de NRG4 en tejido adiposo blanco, se ha relacionado con una disminucion
importante en la hipertrofia de los adipocitos de ratones obesos inducidos por DAG. Ademas,
se ha descrito que la sobreexpresibn de NRG4 es capaz de prevenir la infiltracion de
macréfagos inducida por la DAG, disminuyendo asi el dafio celular provocado por las
citoquinas inflamatorias®. Por otra parte, la via de sefalizacion NRG/receptores ErbBs
también se ha asociado con una disminucién de la expresion de genes implicados en la
respuesta inflamatoria®. En consecuencia, en condiciones de obesidad, la disminucién de los
receptores ErbBs conduciria a una mayor respuesta inflamatoria, y a un aumento de la

hipertrofia de los adipocitos, provocando una disfuncién importante en el tejido adiposo?®.

Con respecto a la localizacion de los receptores ErbBs, nuestros resultados indican que en

higado estos receptores se encuentran tanto en el citoplasma como en el nlcleo, a pesar de
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que éstos corresponden a receptores de membrana. Sin embargo, existen varios estudios que
han detectado a los receptores ErbBs (como molécula intacta o dominio) a nivel nuclear?®2728,
Se han propuesto distintos mecanismos que explican la presencia de estos receptores (0 su
dominio) en el nacleo. En el caso de ErbB2, este receptor llegaria al nacleo mediante una
translocacion mediada por endosoma, dirigida por la importina KPNB1, la cual reconoce la
sefial de localizacion nuclear (NLS) de las proteinas ErbBs y las transloca al nacleo a través
del complejo de poro nuclear?2°,

El mecanismo principal del transporte de ErbB4 es a través de la escision proteolitica, realizada
por ADAM17, generando un dominio intracelular (ICD), que luego se traslada al ndcleo y
funciona como un factor transcripcional® 2°,

En cuanto a ErbB3, se ha encontrado la molécula intacta en el nucleo, no obstante, el
mecanismo por el cual ingresa al nlicleo no es conocido hasta ahora?®.

A pesar de que existen una gran cantidad de antecedentes que indican la presencia de estos
receptores a nivel nuclear, aiin no se conocen los mecanismos especificos de la translocacién
nuclear de los receptores ErbBs en higado y el rol de estos receptores nucleares aln estan
siendo investigados.

Los hallazgos realizados en esta tesis contribuyen a desarrollar nuevas investigaciones acerca
de la expresion, funcién y regulacion de estos receptores en higado y tejido adiposo, tanto en

condiciones fisiolégicas, como en obesidad.
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CONCLUSION

La obesidad inducida por DAG disminuye significativamente los niveles de mRNA vy los niveles
proteicos de los receptores ErbB2 y 3 en higado, y los niveles de mRNA de los receptores
ErbB2, 3y 4 en tejido adiposo.

Los cambios en la expresion de estos receptores en ratones obesos podrian estar asociados
a alteraciones en la via de NRG/ErbBs, lo cual permitiria estudiar su implicancia en trastornos
metabdlicos relacionados con la obesidad.

Los nuevos antecedentes que arroja este estudio permiten caracterizar con mayor detalle la
expresion de los receptores ErbBs, y fomenta nuevas investigaciones dirigidas a estudiar las
vias de sefalizacion asociadas (ejemplo: PI3K/AKT) en modelo murino en condiciones de

normopeso y obesidad.
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ANEXO

UNIVERSIDAD DE CHILE
FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE BIOETICA SOBRE
INVESTIGACION EN ANIMALES

CERTIFICACION

Este Comité, certifica que en el Proyecto de Investigacion titulado: “Hepatoprotective
mechanisms of Rosa rubiginosa oil (Rosa mosqueta) in preconditioning against ischemia
reperfusion injury in healthy and steatotic liver and prevention of liver steatosis: role of
Nrif2, PPAR-alpha, NF-xB and expression of cytoprotective genes” cuya investigadora
responsable es la Dra. Gladys Tapia Opazo no se plantean acciones que contravengan las
normas Bioéticas bdsicas de Manejo y Cuidados de los animales a utilizar en los
procedimientos experimentales planificados (Protocolo CBA# 0639 FMUCH).

La Dra. Tapia  se ha comprometido a mantener los procedimientos ‘experimentales
planteados en el Protocolo de trabajo y a no realizar ninguna modificacién sin previa
informacion y posterior aprobacién por parte de este Comité.

Se otorga la presente certificacion por el tiempo que dure la realizacién del proyecto
enviado al concurso FONDECYT Regular 2014.

El Comité de Bioética sobre Investigacion en Animales de la Facultad de Medicina, Universidad de
Chile esta constituido por nueve miembros con experiencia en el manejo y mantencién de
animales: 2 veterinarios, 6 académicos de diversas disciplinas y una periodista de esta Facultad. El
certificado que emite el Comité procede de la aprobacion del “PROTOCOLO DE MANEJO Y
CUIDADOS DE ANIMALES DE LABORA TORIO"(www.med.uchile.cl/normas/indice.htmi) después de
un estudio acucioso por todos sus miembros y de la acogida de los investigadores o jefes de
Bioterios, de las observaciones exigidas por el Comité.

y A T B
E ;D )
Dr. Carlos Valenzuela Y.

Presidente

Santiago, 26 de Septiembre de 2013
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