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Editorial

Décimo aniversario de la Revista Chilena de
Endocrinologia y Diabetes

Permitanme leerles esta “Parra-fada”, que he escrito con permiso de don Nicanor, quien dijo “voy y vuelvo” y atin
no regresa; ella versa sobre una nifia imaginaria, que con otro nombre si vive entre nosotros.

Me ha invitado la Dra. Carmen Gloria Aylwin a co-celebrar el décimo cumpleafios de esa nifia venturosa y por todos
querida. Sus nombres son varios y latos, como las reinas de verdad: Revista Chilena de Endocrinologia y Diabetes.

Su madre, SOCHED, gran matrona y hoy sesentona, la alumbré en plena madurez a los cincuenta. Fue su padre el
Dr. Hernan Garcia Bruce, y el que habla, oficié de obstetra de inicio y pediatra después. Desde su primer abrir de hojas
capté mimosa el interés de tantos por mirarla, escudrifiarla y repasarla. Cada 3 meses cambia de tenida, pero es fiel en
vestirse, almidonada y compuesta, de raso blanco con vivos de tul azul celeste, colores que eligieron los que la espera-
ban ver nacer; en un recodo de su traje lleva atenta cuenta de sus meses y afios en este mundo.

(Como vino al mundo esta pequefia? La idea primigenia anidaba en el poso del pozo de los quereres del Dr. Garcia.
Fue bien concebida, bien gestada y luego bien parida y, mas tarde, mejor nutrida. Su desarrollo intrauterino dur6 8
meses, para nacer con el mes de enero del afio 2008. Desde el dia uno recibio el carifio de su madre SOCHED vy la aten-
cion dedicada de este su neonatdlogo. Cada afio, cuando la madre por tradicion congrega a su familia en pleno, hubo
control de nifio sano, y también atento examen de sus miembros y sistemas. De ellos el grueso lo constituye la seccion
de articulos originales de investigacion y los casos clinicos. Los primeros para los que ya han recorrido camino y los
segundos para los que, empezando, quieren recorrerlo.

Desde su inicio esta gracil muchachita cultivo también otros nortes: uno por cada dedo de su manecita, que aunque
menuda capaz de contener mucho. Permitanme solo sefalar lo que con titulos de adulto trasuntaban sus otros intereses:

1. Historias de vidas de médicos sefieros fallecidos, de Chile y allende los Andes, que sembraron el saber del ayer
para que hoy otros se nutran de aquello que aunque inicial es aun permanente. La nifia muy bien sabe que los
muertos con sus escritos abren los ojos de los vivos.

2. Mimos para el alma que mi amigo José Carlos Bermejo le manda regularmente desde Espafia para hacerla mas
humana.

3. Autoevaluacion para el lector que en silencio reconocera el respaldo o el aviso de ser mejor.

. Cartas a los enfermos explicandoles en simple verdadero lo que en complejo puede no ser tan cierto para ellos.

5. Noticias de su madre SOCHED.

N

Cuatro afios fui su pediatra y doy fe que la quise y la quiero. Hoy su nuevo pediatra el Dr. Francisco Pérez esta
ensefiandole a comportarse en sociedad, porque quiere que otros, de latitudes lejanas la visiten. jEnhorabuena!

Por quien madre y familia tiene no hay que llorar sino celebrar de veras, como ahora lo estamos haciendo. jViva
nuestra revista! | Y que viva por muchos afios!

Dr. José Manuel Lépez Moreno
Editor (2008-2011)
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Efecto de la activacion del Receptor Sensor
de Calcio sobre la expresidn de genes

lipogénicos en células HepG2

Pia Villarroel?32 y Mariana Cifuentes®®

Effect of Calcium Sensing Receptor activation on
lipogenic gene expression in HepG2 cells

Introduction: The Calcium Sensing Receptor (CaSR) is expressed in human fat
cells, and its stimulation may be associated with adipose tissue dysfunction. The
multisystemic character of obesity and the search of deepening the scope of the
activation of CaSR in this disorder allows us to study the response of this protein in
tissues that differ from adipose. Objective: To evaluate the effect of CaSR activation
on the expression of lipogenic genes in a model of excess glucose and fatty acids in
HepG2 human liver cells. Materials and methods: The effect of the calcimimetic
cinacalcet (allosteric agonist of CaSR) on the content of triglycerides (fluorimetry)
in a model of glucose supply and on the expression of lipogenic genes (qPCR) in
hyperglycemia and hyperlipidemia conditions in the Liver cell line HepG2. Re-
sults: Cinacalcet, glucose (25 mM) and oleic acid (0.6 mM) did not affect cell
viability. Activation of CaSR in the presence of glucose failed to increase the in-
tracellular triglyceride content at 72 hours. Under these conditions, no response
was observed for the factors coding for lipogenic genes (SREBP1c and FAS) at 24
hours of stimulation with cinacalcet in the liver cells. In the case of the over supply
of fatty acids, the HepG2 cells did not show a variation in the gene expression of
the DGAT enzymes after exposure to cinacalcet. Conclusion: Under conditions of
glucose exposure, cinacalcet did not show a response in the triglyceride content,
nor in the expression of genes related to hepatic lipogenesis. Therefore, stimulation
of CaSR would not be associated with hepatic steatosis in HepG2 cells exposed to
glucose.
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Introduccion

n la obesidad, una desregulacion en los procesos

metabolicos puede resultar en el depdsito de grasa

ectopica, que se relaciona con la lipogénesis y la
esteatosis hepatica'. La esteatosis hepatica cursa con una
alteracion en el almacenamiento de triglicéridos en una
patologia denominada como enfermedad de higado graso
no alcohdlica, sefialada como uno de los factores claves
asociados con insuficiencia metabolica relacionada a la
obesidad?.

Se ha descrito la presencia y funcionalidad del Recep-
tor Sensor de Calcio (CaSR) en una variedad de tejidos
que difieren de su principal y, originalmente, descrito pa-
pel en la homeostasis del calcio’. Nuestro laboratorio ha
estudiado la participacion del CaSR en las alteraciones en
el tejido adiposo que se asocian a las comorbilidades de
la obesidad*’. En el afio 2001, Canaff y cols. identificaron
por primera vez la expresion del CaSR en el tejido hepa-
tico y hepatocitos de cultivo primario de ratas® y, recien-
temente, nuestro laboratorio ha descrito la expresion del
CaSR en células hepaticas humanas’. Para complementar
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lo observado en el tejido adiposo, y por su relevancia a
nivel sistémico, se estudio la participacion del CaSR en
la desregulacion de la funcionalidad del tejido hepatico,
sugiriendo que el almacenamiento de triglicéridos en el
higado puede verse alterado ante la activacion de esta
proteina’. Desde este hallazgo ha surgido la necesidad de
estudiar diversos aspectos de la funcionalidad hepatica
que, potencialmente, estén mediados por la activacion del
CaSR.

En el contexto del caracter multisistémico de la obe-
sidad y en la biisqueda de profundizar en los alcances de
la activacion del CaSR en este desorden, este trabajo eva-
lué si la exposicion al calcimimético cinacalcet (agonista
alostérico del CaSR) modula la acumulacion de triglicé-
ridos en células HepG2 en un modelo de sobreoferta de
glucosa, a fin de proponer mecanismos adicionales del
CaSR como un factor involucrado en las comorbilidades
asociadas a la obesidad.

Materiales y Métodos

Linea celular HepG2

Se utiliz6 la linea celular HepG2 (American Type
Culture Collection, ATCC), derivada de un carcinoma
hepatocelular humano y validada como modelo de hepa-
tocitos humanos®. Las células fueron mantenidas en un
medio minimo esencial (MEM), con 10% de suero fetal
bovino (SFB) suplementado con antibidticos (1% penici-
lina/estreptomicina), en una atmodsfera controlada (37 °C;
5% CO,).

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (qPCR)

El ARN total se obtuvo luego de lisar las células uti-
lizando Trizol® (Invitrogen, Life Technologies INc.,
Carlsbad, CA, USA). EI ARN fue extraido utilizando el
Mini Kit PureLink™ RNA (Invitrogen), de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. La transcripcion reversa se
realizé usando high Capacity cDNA Reverse Transcrip-

Tabla 1. Secuencia de partidores para PCR en tiempo real

tion kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). La expre-
sion de ARNm se evalué en Step One Real-time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.),
utilizando SYBR® FAST qPCR Kit (Applied Biosys-
tems). Se utilizaron partidores previamente validados en
nuestro laboratorio (Tabla 1). Las condiciones de los ci-
clos térmicos consistieron en una preincubacion de 20 seg
a 95 °C seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 3 segundos
y 60 °C durante 30 seg. Los resultados se normalizaron de
acuerdo a la expresion del gen de referencia GAPDH y la
expresion se calculd usando el modelo Pfaffi'®. Todos los
ensayos se realizaron en duplicado.

RT-PCR y electroforesis en gel de agarosa

Luego de extraer el ARN vy sintetizar el cDNA, las
amplificaciones se realizaron utilizando la enzima Go-
taq Master Mix (Promega, Madison, WI, EE. UU.) en el
termociclador Biometra® Personal Cycler (Gottingen,
Alemania). Las condiciones de los ciclos térmicos con-
sistieron en una preincubacion de 2 min a 95 °C seguido
de 40 ciclos a 95 °C durante 30 segundos, 60 °C durante
30 segundos y 72 °C durante 30 segundos. Para terminar
con una extension final a 72 °C durante 5 min. Como
marcador de peso molecular se utiliz6 DNA Ladder 50
pb (Fermentas, EE. UU.). Se realiz6 electroforesis en
geles de agarosa (1,5% en buffer TBE 1X) entre 40-60
min a 80V, y los amplificados fueron observados bajo
luz UV.

Cuantificacion del contenido de triglicéridos

Las células fueron tratadas con 0,25% de solucion de
tripsina e incubadas a 37 °C por 10 min. Posteriormente,
fueron lavadas con PBS e incubadas con Nile Red (1pul/
ml) disuelto en PBS por 5-7 min a temperatura ambiente.
La fluorescencia fue evaluada utilizando filtros 485 nm
de excitacion y 572 nm de emision (fluorimetro Synergy
2 (Biotek®)). Los resultados fueron normalizados por el
contenido de proteina medida mediante el método basado
en el acido bicinoninico (Pierce).

Target mRNA Acceso Partidor Forward (5 — 3’) Partidor Reverse (5' — 37)
CaSR NM_001178065 GATGAGACAGATGCCAGTGC AAAGAGGGTGAGTGCGATCC
FAS NM_004104.4 GGAAGCTGCCAGAGTCGGAGAACT TGAGGGTCCATCGTGTGTGCCT
SREBP1c NM_001005291.2 ACACAGCAACCAGAAACTCAAG AGTGTGTCCTCCACCTCAGTCT
DGAT1 NM_012079.5 GAGCTACCCGGACAATCTGA AGCTGGGTGAAGAACAGCAT
DGAT2 NM_032564.3 GGCAGGCAACTTCCGAATGCCT AAAGCCCTTGCGGTTCCGCA
GAPDH" NM_002046 GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC CAGAGTTAAAAGCAGCCCTGGT

*Gen control (Housekeeping).



Evaluacion de la viabilidad celular

Se evalu¢ viabilidad celular por colorimetria a través
del ensayo CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Pro-
liferation Assay (MTS) (Promega, WI, USA) de acuerdo
a las condiciones descritas por el fabricante en un espec-
trofotometro de escaneo multipocillo ELx808 microplate
reader (BioTek Instruments, Inc. VT, USA). Las células
HepG?2 fueron sembradas a una densidad de 3 x 103 célu-
las/cm?. Después de 24 h de incubacion se realizé un cam-
bio de medio y se inici6 el tratamiento con los distintos
agentes por 72 h. Posteriormente, cada pozo fue tratado
con 20 pl del reactivo 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazo-
lium (MTS) y se incubd por 3 h a 37 °C. El colorante
de formazan, producido por las células metabdlicamente
activas, se cuantifico a través de la medicion de absorban-
cia a una longitud de onda de 490 (restandole la lectura a
630 nm para descartar el background de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante).

Resultados

Evaluacion del efecto de la activacion del CaSR
sobre el contenido de triglicéridos en la linea
celular HepG2 en un modelo de sobreoferta de
glucosa

Cuando la capacidad del tejido adiposo de almacenar
grasa se ve sobrepasada por un exceso de oferta de nutrien-
tes, puede producirse un deposito de lipidos en el higado.
Este hecho da lugar a una alteracion deletérea del metabo-
lismo en este 6rgano, con consecuencias clinicas impor-
tantes. Utilizando un modelo de sobreoferta de nutrientes
para observar el manejo de triglicéridos en células HepG2,
expusimos las células a concentraciones consideradas altas
(25 mM) de glucosa'' o (0,6 mM) acido oleico'?. Para des-
cartar muerte celular dado el riesgo de toxicidad ante estas
altas concentraciones, se determiné la viabilidad de estas
células frente a los estimulos (Figura 1).

Una vez establecido que los tratamientos usados en
las concentraciones indicadas no afectan la viabilidad ce-
lular, se evaluo el efecto de cinacalcet, glucosa y acido
oleico sobre la acumulacion de triglicéridos (Figura 2).

La Figura 2 muestra que el tratamiento con acido olei-
co aumenta significativamente el contenido de triglicé-
ridos comparado con el cultivo control, mientras que la
concentracion de lipidos intracelulares no respondi6 fren-
te al tratamiento con glucosa (con o sin insulina). Poste-
riormente, se estimuld las células con cinacalcet para eva-
luar el efecto de la activacion del CaSR en las condiciones
de sobreoferta glicémica (Figura 3).

La Figura 3 muestra que la activacién del CaSR no
afecta el contenido de triglicéridos en presencia de glu-
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Figura 1. Viabilidad de células HepG2. Células tratadas por 72 h
con estimulos de cinacalcet 1 pM y glucosa 25 mM y é&cido olei-
co 0,6 mM. La viabilidad celular fue medida por el ensayo MTS.
Las barras representan media + SEM de la absorbancia a 490 nm
(menos 630 nm). No se encontraron diferencias vs el control (Test
de Wilcoxon p > 0,05). La Figura representa 3 experimentos inde-
pendientes, cada uno en triplicado.

Figura 2. Células HepG2 expuestas por 72 h a glucosa 25 mM,
4cido oleico 0,6 mM. El contenido de triglicéridos fue evaluado por
fluorimetria usando Nile Red. Las barras representan media + SEM.
Los tratamientos estan comparados vs el cultivo control (valor 1,
representado por la linea). *p < 0,05, prueba de Wilcoxon (n = 8).

cosa. No obstante, en presencia de acido oleico la esti-
mulacion del CaSR por 72 h aumenta significativamente
la concentracion de lipidos intracelulares’. Esperando ex-
plicar estas diferencias se evalud el efecto de la estimu-
lacion del CaSR sobre la respuesta génica de factores li-
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Figura 3. Células HepG2 expuestas por 72 h a glucosa 25 mM y
glucosa + Cinacalcet TuM. El contenido de triglicéridos fue evalua-
do por fluorimetria usando Nile Red. Las barras representan media
+ SEM. Los tratamientos estan comparados vs el cultivo control (val-
or 1, representado por la linea) (n = 8).

pogénicos como DGAT1/2 (asociados a la sobreoferta de
lipidos) y de SREBP1c y FAS (asociados a la sobreoferta
de glucosa) en los modelos antes mencionados. Los genes
propuestos son de particular interés por representar dis-
tintas etapas de la lipogénesis hepatica, hecho que podria
ser vinculado a los efectos sistémicos de la inflamacion y
disfuncion adiposa asociadas a la obesidad.

Efecto de la activacion del CaSR sobre la
expresion génica de factores lipogénicos en
células HepG2

Previamente, se reportd un aumento en el contenido
de triglicéridos para células HepG2 expuestas a acido
oleico’, por lo tanto, es interesante estudiar la respuesta
de los genes lipogénicos DGAT1/2 en estas condiciones,
dado que ellos participan en etapa final de la sintesis de
triglicéridos (Figura 4).

Para aquellas células expuestas a acido oleico, obser-
vamos en la Figura 4 que este estimulo no afecta la expre-
sion del ARNm de DGAT1/2. No se observé un efecto de
cinacalcet sobre la respuesta génica de DGAT1/2.

Por otro lado, se estudid la respuesta de SREBP1c y
FAS en un contexto de hiperglicemia. Estos factores par-
ticipan en la lipogénesis de novo, respaldando el uso del
exceso cronico de glucosa como sustrato para la sintesis
de triglicéridos (Figura 5).

Como muestra la Figura 5, la exposicion de células
HepG?2 a glucosa y/o cinacalcet no muestra una respuesta
de SREBPIc. En esta ultima condicidon es interesante des-
tacar que FAS disminuye significativamente su expresion

Figura 4. Expresion génica de DGAT1 y DGAT2. Células HepG2
expuestas por 24 h a cinacalcet 1 uM, &cido oleico 0,6 mM vy el
efecto combinado de ambos tratamientos. Se utilizd la expresion
de GAPDH como control interno. Las barras representan media +
SEM. Test de Wilcoxon (*) p < 0,2. La expresién del ARNm de todos
los genes estd comparada vs el cultivo control tratado con vehiculo,
representado por el valor 1 (linea horizontal) (n = 10).

cuando las células hepéticas se exponen a glucosa compa-
radas con el cultivo control. No se observo una respuesta
en la expresion de SREBP1c o FAS ante la estimulacion
del CaSR.

Discusion

Los resultados obtenidos permiten proponer un mo-
delo en el que, identificado el CaSR en células hepaticas
humanas y en consistencia con lo reportado previamente’,
la proteina CaSR no participaria en el desarrollo de la es-



Figura 5. Expresion génica de SREBP-1 y FAS. Células HepG2
expuestas por 24 h a cinacalcet 1 pM, glucosa 25 Mm y el efecto
combinado de ambos tratamientos. Se utilizé la expresion de GA-
PDH como control interno. Las barras representan media = SEM.
Test de Wilcoxon *p < 0,05, (*) p < 0,2. La expresion del ARNm de
todos los genes estd comparada vs el cultivo control tratado con
vehiculo (n = 10).

teatosis hepética en condiciones de sobreoferta de gluco-
sa. Ademas, hemos podido establecer que, al comparar la
expresion génica de factores lipogénicos, entre el modelo
de sobreoferta de glucosa y de sobreoferta de lipidos, la
estimulacion del CaSR no influye en la respuesta de los
genes propuestos. Por tanto, sugerimos que el estimulo
del CaSR, en un contexto hiperglicémico, no contribuiria
(de acuerdo al mecanismo estudiado) al desarrollo de co-
morbilidades asociadas a la obesidad.

Nuestras observaciones estan exponiendo algunas
manifestaciones de la célula hepatica en respuesta a la
activacion del CaSR en dos contextos fisiopatoldgicos di-
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ferentes (sobreoferta de lipidos y sobreoferta de glucosa).
La relacion existente entre la sobreoferta cronica de glu-
cosa (hiperglicemia) y el consecuente aumento de la lipo-
génesis de novo'’, nos habria permitido interpretar este
modelo como una manifestacion de disfuncionalidad he-
patica. Al observar la presencia de lipidos intracelulares
en células hepaticas humanas HepG2, evidenciamos que
la activacion del CaSR no aumenta el contenido de trigli-
céridos en presencia de glucosa, respuesta significativa-
mente incrementada en células expuestas a acido oleico’.

Entre las principales funciones metaboélicas del higa-
do se encuentran la sintesis, almacenamiento, secrecion
y catabolismo de acidos grasos y triglicéridos, que pue-
den ser evaluados, entre otras, a través de la expresion
de enzimas y factores de transcripcion relevantes en las
distintas vias, tales como la proteina 1 ligante al elemento
regulador de esteroles (SREBP-1c¢), la sintasa de los aci-
dos grasos (FAS) y las diaciglicérido aciltranferasas 1 y 2
(DGAT1/2). En el caso de la sobreoferta de acidos grasos
se estudiaron 2 enzimas (DGAT1 y DGAT?2), que a pesar
de catalizar la misma reaccion (sintesis de triglicéridos
a partir de la acil-CoA y diacilglicerol)', se sugiere que
DGAT?2 posee mayor afinidad por ciertos sustratos que
DGATI1". Se ha establecido que DGAT1 juega un papel
mas importante en la esterificacion de acidos grasos exo-
genos, mientras que DGAT?2 es principalmente responsa-
ble de la incorporacion de acidos grasos de sintesis endo-
gena a los triglicéridos'®. A pesar de la falta de respuesta
sobre la expresion de DGATSs por efecto de cinacalcet,
estudios anteriores’ han podido establecer un posible me-
canismo mediado por la inflamacién para sugerir la etio-
patogénesis de la esteatosis hepatica frente a una sobre
carga lipidica.

Sobre la base de que la hiperglicemia incrementaria
una respuesta de genes asociados a la lipogénesis de novo
(SREBP-1c y FAS)", y que la estimulacion del CaSR
podria asociarse a este fenotipo negativo en el higado’,
podriamos especular que las condiciones experimentales
utilizadas deberian respaldar un aumento en la expresion
de los genes estudiados. No obstante, cinacalcet no mues-
tra el efecto esperado, la activacion del CaSR no aumenta
SREBPI1c y/o FAS en células hepaticas en presencia de
glucosa. SREBP-1c¢ es un factor de transcripcion que pue-
de ser estimulado por glucosa'’, el gen mas importante
en la regulacion de la lipogénesis de novo en el higado
y responsable de la activacion de genes implicados en la
biosintesis de acidos grasos, incluyendo FAS'. Adicio-
nalmente, la glucosa también es capaz de estimular otro
factor de trascripcion como ChREBP (proteina ligadora
de elementos de respuesta a carbohidratos), que induce
no solo enzimas glucogénicas, sino que también enzimas
lipogénicas como FAS'. Por esto, la sintasa de acidos
grasos debiera haber respondido al estimulo de glucosa
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en las células hepaticas de manera dependiente o indepen-
diente a SREBP1c. Sin embargo, se debe tener presente la
compleja respuesta fisiologica asociada a eventos de hi-
perglicemia, con lo que tampoco se puede descartar que al
evaluar una otra ventana de tiempo pudiera evidenciarse
una respuesta diferente de los genes estudiados. Asimis-
mo, la falta de respuesta observada puede fundar la exis-
tencia de otros mecanismos generados por la hiperglice-
mia (como resistencia a la insulina) que estén bloqueando
el desarrollo de lipogénesis hepatica.

En el higado, la sobreoferta lipidica se relaciona con
un aumento en el contenido de triglicéridos hepaticos’,
mientras que la sobreoferta de glucosa no mostrd esta
tendencia. Esto podria sugerir que la hiperlipidemia exa-
cerbaria el fenotipo negativo de la obesidad en mayor
magnitud que la hiperglicemia. En otras palabras, si el
CaSR participa como mediador en la generacion de esta-
tosis hepatica, podriamos discutir o pensar que un sujeto
dislipidémico deberia verse mas propenso/dafiado a una
esteatosis hepatica que un sujeto diabético.

Nuestros resultados apoyan la relevancia del estu-
dio de una conversacion cruzada adiposo-hepatico, pues
el tejido adiposo provee de acidos grasos que el higado
capta'’. Estudios anteriores de nuestro laboratorio han
podido mostrar que la estimulacién del CaSR en el teji-
do adiposo seria responsable de una menor lipogénesis?,
involucrando posiblemente una mayor cantidad de acidos
grasos circulantes, susceptibles de ser captados por el hi-
gado. Cuando se estimula el CaSR en células hepaticas
expuestas a acido oleico, se promueve un mayor deposi-
to de triglicéridos en este tejido’, permitiendo postular al
CaSR como mediador entre la disminucion de la lipogé-
nesis adiposa y el aumento de la lipogénesis hepatica. En
este contexto patoldogico podemos especular un probable
efecto deletéreo del CaSR sobre el higado asociado a una
exposicion a acidos grasos que no fue posible observar en
condiciones de exposicion a glucosa.
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