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El sistema renina-angiotensina (RAS) es uno de los reguladores
mas potentes de diversos mecanismos fisiolégicos. Esta
implicado en enfermedades graves como la enfermedad
hepaética crénica y la fibrosis hepatica. La desnutricién materna
tiene efectos a largo plazo sobre la desregulacién metabolica de
la descendencia. De hecho, la restriccién alimentaria prenatal
materna (MPFR) puede alterar los componentes del RAS, lo que
da comoresultado unaalteracién metabdlica tanto en las madres
como en las crias. Nuestro objetivo fue examinar el impacto de
MPFR en los componentes de RAS en el higado de crias macho y
hembra y determinar cémo la liraglutida, administrada a ratas
gestantes sometidas a restriccién caldrica, puede restaurar la
actividad de RAS en el higado. Nuestros resultados identificaron
la presencia de componentes RAS en el higado. Su expresion
es diferente en crias macho y hembra. La liraglutida restaurd
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la expresion de los componentes de RAS (ACE, ACE2, NIn) y
aumentd significativamente el nivel de ARNm de MasR en las
crias macho con MPFR en comparacién con el grupo control con
restriccion alimentaria, mientras que en las hembras no hubo
ningln cambio. Adema4s, la liraglutida disminuy6 la expresiéon
de los componentes RAS (ACE, ACE2, NIn, AT1R, MasR) en las
crias macho de ratas gestantes alimentadas ad libitum, pero
no modific6 estos factores en las hembras. Como conclusion, la
liraglutida modula la expresién de diferentes componentes de
RAS y minimiza los efectos nocivos de la restriccion alimentaria
materna. La liraglutida restaura los niveles de ARNm de ACE2
y MasR en las crias machos con MPFR. La activacién de la via
protectora ACE2/Ang(1-7)/MasR explica que RAS tiene efectos
beneficiosos sobre el metabolismo hepatico.

Palabras clave:

e Higado ¢ Liraglutida e Sistema-Renina-Angiotensina (RAS)
¢ Subnutricién-materna ¢ GLP1R

Liraglutide, a GLP-1 receptor agonist, regulates the expression of
the hepatic components of RAS in rat pups subjected to perinatal

caloric restriction

Abstract:

The renin-angiotensin system (RAS) is one of the most potent
regulator of physiological mechanisms related to diseases,
including chronic liver disease and hepatic fibrosis. Maternal
undernutrition has long term effects on metabolic dysregulation
in offspring. In fact, maternal prenatal food restriction (MPFR)
may alter the RAS components which results in metabolic
disruption both in mothers and pups. Our aim was to examine
the impact of MPFR on RAS components in the liver of male and
female pups and to determine how liraglutide, administered to
pregnant rats subjected to caloric restriction, can restore RAS
activity in the liver. Our results identified the presence of RAS
components in the liver. They were differentially expressed in
male and female offsprings. Liraglutide restored the expression

of RAS components (ACE, ACE2, NIn) and significantly increased
the mRNA level of MasR in MPFR male pups compared to the
food restrictive vehicle, whereas in female pups there was no
noticeable change. Furthermore, liraglutide decreases the
expression of RAS components (ACE, ACE2, NIn, AT1R, MasR,)
in males from ad libitum pregnant mothers, but did not modify
these factors in females. As a conclusion, liraglutide modulates
the expression of different components of RAS and minimizes
the harmful effects of maternal food restriction. Liraglutide
restores ACE2 and MasR mRNA levels in male MPFR offspring.
Activation of the protective pathway ACE2/Ang(1-7)/MasR
explains that RAS has beneficial effects on liver metabolism.

e Liver ¢ Liraglutide e Sistema-Renina-Angiotensina (RAS)
e Maternal Perinatal Food Restriction (MPFR) ¢ GLP1R
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Introduccion

En las ultimas décadas, el descubrimiento de sistemas
locales funcionales RAS, receptores mas especificos y
nuevas enzimas ha cambiado la importancia de RAS,
revelando nuevas funciones para algunos de los productos
intermedios, mas alla de sus roles como sustratos a lo largo
de la ruta clasica. El punto de vista clasico consiste en que
la enzima convertidora de angiotensina (ECA), convierte la
angiotensina I (Angl) en Angll, y la Angll media su efecto
biolégico mediante el receptor de angiotensina tipo 1 (AT1).
Se establecié un segundo eje a través de ACE2/Ang(1-7)/
Mas, cuyo punto final es el metabolito Ang(1-7) que ejerce
la accion vasodilatadora, antiproliferativa y antiinflamatoria
frente a Angll [1 ] (Figura 1).
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Figura 1. Componentes no cldsicos RAS. El angiotensindgeno
escindido por la renina y se forma una cascada enzimdtica de
péptidos de angiotensina que se unen con diferentes receptores por
los que median sus efectos
Las enfermedades hepaticas son una de las principales
causas de mortalidad en todo el mundo. El RAS se asocia
con caracteristicas patolégicas de las enfermedades
hepaticas crénicas, incluida la profibrosis, el estrés oxidativo
y los marcadores inflamatorios [2]. La fibrosis hepatica
estd relacionada con un aumento de Angll/AT1 y, por el
contrario, antagonizada por el receptor de Ang(1-7)/Mas,
que desempefia un papel protector [2]. En el higado humano
cirrético y en la lesion hepatica de rata, la activacion de la
rama del receptor ACE2 / Mas promueve la conversion
hepatica de angiotensina Il en Ang- (1-7), lo que produce
efectos beneficiosos en las enfermedades hepaticas y la
regeneracion [3]. La restriccion caldrica durante el periodo
gestacional también estd relacionada con la alteracién
de los componentes del RAS que provocan desregulacidon
metabdlicay enfermedades, ademas de otras complicaciones
en las madres y en la descendencia [4]. En individuos
desnutridos, los niveles de angiotensindgeno (AGT) y ACE
aumentan en el tejido adiposo, lo que causa acumulacién de

lipidos [5].

La ingesta baja de proteinas a edades tempranas incrementa
la actividad del RAS, asociada a cambios metabdlicos,
deterioro cardiovascular e hipertension arterial durante la
edad adulta [6].

Objetivo

Este estudio tuvo como objetivo dilucidar los efectos de la
restriccion alimentaria materna (MPFR) en la expresion
hepatica de varios componentes de RAS en crias macho y
hembra, y determinar si la administracién de liraglutida (un
analogo del receptor de GLP-1) durante el periodo gestacional
puede modular el sistema RAS en los descendientes.

Material y Métodos

Se asignaron aleatoriamente ratas Sprague-Dawley prefiadas
agruposderestriccionalimentariaal 50%(MPFR) o controlad
libitum (CT) en el dia 12 de la gestacién (GD12). Desde GD14
hasta el parto, las ratas con restricciéon (FR) y CT prefiadas
se trataron con liraglutida (100 pg / kg / 12 horas, sc.) o con
vehiculo (solucién salina). En el dia 21 posnatal y antes del
destete, se realizé la eutanasia a 16 machos y hembras (CT
y FR). Se analizaron en el higado, mediante PCR en tiempo
real, los niveles de expresion de ARNm de angiotensinégeno
(AGT), interleucina-6 (IL-6), ACE, ACE2, neprilisina (Mme),
neurolisina (NIn), timetoligopeptidada (Thopl), ATIR,
MasR, leucil y cistinil aminopeptidasa (Lnpeptidasa) y el
miembro D del receptor acoplado a proteina G relacionado
con Mas (MRGPRD). Los datos se representan como la media
+ SEM (el error estdndar de la media). La significacion
estadistica se determind mediante andlisis de la varianza. Las
diferencias fueron estadisticamente significativas siguiendo
la convencién de p < 0,05.

Resultados

1. Efecto de la liraglutida sobre el angiotensinégeno
en crias de ratas macho y hembra de MPFR:
Los niveles de expresiéon de ARNm de la AGT se evalu6 en
crias tanto macho como hembra. La restriccién calérica
perinatal reduce los niveles de angiotensinégeno solo en el
higado de ratas macho. La liraglutida no tuvo ningin efecto
en la expresion de ARNm de AGT. (Figura 2)
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Figura 2. Niveles de expresion de ARNm de AGT en el higado de crias
macho y hembra. Los datos son la media + SEM, # p < 0.05; Test de
comparacién multiple de Tukey
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2. Efecto de la liraglutida sobre las enzimas RAS en crias
de ratas macho y hembra MPFR:

Se estudi6 los niveles de expresién de ARNm de ACE, ACE-
2, NIn, Mme, Thop1 en el higado de crias macho y hembra.
MPFR disminuyd los niveles de ARNm de ACE, ACE2 y NIn
en machos. En hembras, MPFR disminuyé la expresion
de ARNm de Nln sin tener ningtn efecto en los niveles de
ARNm de ACE o ACE2. La liraglutida disminuy6 los niveles
de expresion de ARNm de ACE, ACE2 y Nln en los machos
control, sin afectar alos machos MPFR y también increment6
los niveles de expresion de ARNm de Thop1 en las hembras
control y de ACE en las hembras MPFR. No se observé ningtin
efecto de MPFR o liraglutida en los niveles de ARNm de Mme
(Figura 3)
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Figura 3. Niveles de expresion de ARNm de enzimas RAS en el higado
de crias macho y hembra. Se estudiaron la enzima convertidora
de angiotensina (ACE), la enzima convertidora de angiotensina

2 (ACE2), Neurolisina (Nin), Neprilisina (Mme), Thimet
oligopeptidasa (Thope 1). Los datos son la media + SEM, * p < 0.05,
**p<0.01, ***p<0.001 comparado veh vs lir; # p < 0.05, ##p <
0.01, comparado CT vs FR; Test de comparacién multiple de Tukey

3. Efecto de la liraglutida sobre los receptores RAS en
crias macho y hembra MPFR:

La expresién reducida de ARNm de MasR inducida por
MPFR se restauré mediante el tratamiento con liraglutida
en el higado de las crias macho. No se observaron efectos
en las hembras, ni por MPFR ni por el tratamiento con
liraglutida. Ademas, no se observo ningin efecto de MPFR
ni de liraglutida en los niveles de expresion de ARNm de
AT1R, Lnpep, Mrgprd en el higado de crias tanto macho como
hembra (Figura 4).

Male Female
150
s 50 - VEH EE - VEH
H =R ES =
H 1 g ™ -
i LH
14 £
3 H
i e e
3 EE
== <
5 0 i ; L T T
o " et FR
Lhpep
Male Female
150
5. = VEHg L - VEH
s: L
H z = URAZE = R
§% " gEom
. H
FH ==
g2 50 3
Ex B =
gt 8
2 g=
- o a d
BE " cr R
MasR
Male Female
VEH. 52 - VeH o - VEH
s 3
ua BE = URA B 2 = LRA
5 i
ﬁlu g0
HH 52
21 i3
E3 3
I z3
] i
Mrgprd
male Female
20
30
VEH. § - VEH E_ = VEH.
L
O m e 38w LR
2> 33
gE 0 io
gs 2w
= v
23 iz
g wo T3 5
[ 8
H z [}

J er FR

cT FR

Figura 4. Niveles de expresion de ARNm de receptores RAS en
el higado de crias macho y hembra. Se estudiaron el receptor
de angiotensina I (AT1R), el receptor Mas, la leucil y cistinil
aminopeptidasa (Lnpep), el miembro D del receptor acoplado a
proteina G relacionado con Mas (Mrgprd). Los datos son la media +
SEM, * p < 0.05, comparado veh vs lir; # p < 0.05, comparado CT vs
FR; Test de comparacion miiltiple de Tukey
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En las crias macho MPFR, la reduccién de angiotensinégeno,
ACE y ACE2, junto con la marcada reduccién de MasR,
desequilibrala actividad de RAS facilitando la acciéon de Angll
y aboliendo la de Ang(1-7) en el higado. Este desequilibrio
aumenta la susceptibilidad a la inflamaciéon y a la fibrosis
hepatica en los machos. La liraglutida puede contribuir a
mejorar la respuesta a Ang(1-7) aumentando la expresion
de MasR.

Discusion

La restriccion dietética durante la gestacion puede
provocar esteatohepatitis / enfermedad del higado graso no
alcohdlico (NAFLD) [5]. Las caracteristicas patoldgicas de
las enfermedades hepaticas crénicas incluyen aumento de la
fibrosis, estrés oxidativo y marcadores inflamatorios. E1 RAS
esta asociado con todos estos procesos [2]. El RAS se activa
comunmente en las enfermedades hepaticas cronicas y la All
es un factor critico para promover la fibrosis [2]. Estudios
previos han demostrado que RAS estarelacionado con NAFLD
y también indican que lainhibicidon del eje ACE/Angll/AT1R o
laactivaciéndel eje ACE2 /Ang(1-7)/Mas puedenrepresentar
objetivos efectivos para el tratamiento de NAFLD [3].
El anadlogo de GLP-1 liraglutida modula ambos ejes de RAS,
especialmente aumentando los niveles de expresiéon de
ACE-2, que a su vez conducird a la reduccién de la Angll
circulante y al marcado aumento de Ang(1-7) [3]. El agonista
del receptor de GLP-1 también minimiza los efectos nocivos
de la restriccién alimentaria materna [7,8].

Existe evidencia de RAS local completo en el higado de
ratones normales o cancerosos [2, 3, 9]. En nuestro estudio
hemos demostrado la expresion de ARNm de componentes
clave y enzimas de RAS en el higado de crias de madres con
restriccién alimentaria. Ademas, el MPFR altera la expresion
del ARNm de algunas de estas moléculas, reduciendo el
angiotensinogeno, ACE, ACE2 y neurolisina en las crias macho
y aumentando Thopl y reduciendo la neurolisina en las
hembras. MPFR también, reduce los niveles de expresion de
MasR en los machos sin tener ninguin efecto en las hembras.
Laliraglutida es capaz de modular los niveles de expresion de
RAS en el pulmdn, especialmente estimulando la expresion
de ACE-2 [8,10], que conduce a un aumento de la produccion
de Ang(1-7), activando el MasR [8,10]. Ang(1-7) reduce
la fibrosis pulmonar y la hipertensién arterial pulmonar y
activa las vias que promueven la homeostasis pulmonar
[10]. El agonista del receptor de GLP-1 también minimiza
los efectos nocivos de la restricciéon alimentaria materna
[8]. Otros estudios han demostrado que la activacion de
GLP-1R podria desempeifiar un papel en la regulacién de los

componentes de RAS en diferentes érganos. En este sentido,
el tratamiento con liraglutida durante la gestacién es capaz
de restaurar la expresion de MasR en el higado de las crias
macho. En los machos de madres control tratadas con
liraglutida, se redujeron los niveles de ARNm de ACE, ACE2
y de neurolisina. Basandonos en los hallazgos, podemos
concluir que la liraglutida restaura los niveles de expresion
de ARNm de ACE2/MasR en crias macho con restriccién de
ingesta prenatal y modulalas actividades de los componentes
del RAS. La elevacion del componente protector de RAS,
ACE2/Ang(1-7)/MasR, muestra que las crias macho son mas
propensas a los efectos beneficiosos. La liraglutida modula
los niveles de expresion de diferentes componentes de RAS
y minimiza los efectos nocivos de la restriccién alimentaria
materna, mostrando un claro dimorfismo sexual. La
regulacion de RAS con liraglutida puede ser una estrategia
diana que sirva como régimen terapéutico para prevenir y
tratar la enfermedad hepatica crénica, asi como la lesion
hepatica aguda.
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