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. RESUMEN

La obesidad y el sobrepeso tanto en paises altamente industrializados
como en los paises en vias de desarrollo han alcanzado cifras alarmantes que
incluyen a mujeres en edad reproductiva. Tras la concepcion, estas mujeres
convertidas en madres obesas se caracterizan por tener comprometida su salud y
la del producto, en especial a largo plazo, mediante una predisposicion a
enfermedades metabdlicas en la edad adulta, ya que las alteraciones nutricionales
de un individuo durante periodos criticos del desarrollo como la gestacion y
lactancia pueden modificar su fisiologia y metabolismo permanentemente. Dada
esta situacion, es necesario tomar medidas que permitan prevenir los efectos
adversos originados por la obesidad materna, siendo prometedora la intervencion
nutricional materna antes y a partir de la gestacion. Sin embargo, actualmente se
han explorado poco los efectos de dicha intervencion tanto en la misma madre
(FO) como en la descendencia (F1), por lo que en el presente trabajo se propuso
su estudio en un modelo experimental con ratas Wistar.

Como madres experimentales se usaron hembras (FO) recién destetadas de
21 dias de edad (d), que fueron asignadas previamente dentro 4 grupos de
acuerdo a su patrén de alimentacion, siendo el grupo Control (C) alimentado con
dieta estandar para roedor (comercial de 4 Kcal/g), el Grupo de Obesidad Materna
(OM) con dieta alta en grasa (preparada en el laboratorio de 5 Kcal/g), el grupo de
Intervencion Previa a la Gestacion (IPG) con alta en grasa hasta un mes previo a
la gestacion, momento a partir del cual se dio dieta control y el grupo de
Intervencion en Gestacion (IG) el cual recibié dieta experimental durante el
experimento excepto durante la gestacion y la lactancia, periodos en los cuales se
dio dieta control. Todos los grupos experimentales fueron apareados con un
macho sano a los 120 d. Una vez que nacieron las crias (F1), se asignaron al
mismo grupo de la madre, con la que permanecieron solo durante la lactancia y a
partir del destete a los 21 d de F1, fueron alimentadas con dieta control hasta el
final del experimento.

La dieta alta en grasa ocasioné una mayor acumulacion de grasa corporal
en las madres (F0), la cual fue revertida después de la intervencion nutricional
iniciada antes y en la gestacion. Por otra parte en la descendencia (F1) de las
madres obesas intervenidas, se observo una reduccion en la acumulacion de
tejido adiposo visceral, asi mismo se redujo la concentracion de triacilgliceroles en
la edad adulta. La intervencion nutricional en la obesidad materna tuvo un efecto
importante en la atenuacién y reduccion en los desordenes metabdlicos de la
programacion del desarrollo reduciendo la predisposicion a la obesidad de la
descendencia.
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1. INTRODUCCION

La nutricion a lo largo del curso de la vida es una de las principales
determinantes de la salud, del desempefio fisico, mental y de la productividad. La
mala nutricion (tanto la desnutricibn como el exceso en la ingesta) tiene causas
complejas que involucran determinantes biolégicos, socioecondmicos y culturales.
Asi, un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético puede resultar en el
sobrepeso o la obesidad. La causa de este desequilibrio es frecuentemente la
ingestion de dietas con alta densidad energética y de bebidas azucaradas en
combinacion con una escasa actividad fisica, originando la predisposicion de las
personas que la padecen a una gran cantidad de padecimientos bien
documentados en la actualidad y desafortunadamente se ha observado que ésta
predisposicion también se puede “transmitir” en la descendencia de las madres

obesas (Gonzélez-Barranco, 2004).

1.1. Obesidad

Desde una perspectiva clinica la obesidad y el sobrepeso se determinan de
manera indirecta considerando el exceso de peso corporal para una talla dada,

siendo un elemento de diagnéstico sencillo y aceptado el indice de Masa Corporal
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(IMC)?, asf un valor = 25.00 determina la presencia de sobrepeso y uno = 30.00 de
obesidad para ambos sexos independientemente de la edad (OMS, 1996).
También es frecuentemente definida como una condicion de una acumulacion
anormal o excesiva de grasa en el tejido adiposo, al grado de que puede ser
perjudicial para la salud (OMS, 2006), que involucra varios mecanismos
etiopatogénicos los cuales no se conocen con exactitud aun, pero el efecto neto
de tales mecanismos resulta de una alteraciéon del balance entre la ingesta y el

gasto energético.

Por otra parte, se sabe que el tejido adiposo, principal responsable del
almacenamiento de la energia en forma de triacilgliceroles, en la obesidad sufre
diversas modificaciones. Independientemente del incremento de su masa se
presentan alteraciones histologicas, neurales y vasculares relacionadas al
metabolismo de lipidos y su funcién enddécrina. Sin perder de vista la acumulacién
de grasa en el higado y musculo esquelético y sus respectivas consecuencias

(Coppack, 2005).

En los mamiferos, un conjunto complejo de sefiales hormonales y
neuronales actian para mantener la ingesta y gasto energético en balance, de tal

manera que la cantidad de tejido adiposo se mantenga en un nivel determinado

L Bl IMC o indice de Quetelet es el valor obtenido de dividir el peso corporal en Kg entre el

cuadrado de la estatura en m?. JH§ = —————s—
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como se postula en la teoria del “lipostato”. En dicha teoria se establece un
mecanismo que inhibe el comportamiento alimentario e incrementa el consumo de
energia, siempre y cuando el peso corporal exceda un cierto valor, que funciona
como un “punto de ajuste”, la inhibiciébn es disminuida cuando el peso corporal
disminuye debajo de este “punto de ajuste”. Esta teoria predice que una sefial de
retroalimentacion originada en el tejido adiposo influye en los centros cerebrales
gue controlan el comportamiento alimentario y la actividad (metabdlica y motora)
(Kennedy, 1953). De esta forma se ha demostrado que la ingesta de alimentos
esta regulada no so6lo comida a comida, sino de tal forma que en general se
mantiene el peso corporal en un punto determinado. Pues se ha observado que al
obligar a animales experimentales a comer para volverlos obesos y después
permitirles comer a voluntad, su ingesta espontanea de alimento disminuye hasta
que su peso es reducido al nivel del control; por el contrario, si se impide la ingesta
de alimentos y luego se permite al animal experimental comer con libertad su

ingesta espontanea aumentara hasta recuperar el peso perdido (Stricker, 1978).

Dentro del sistema nervioso central, el hipotalamo es el centro primario para
la regulacién de la conducta alimentaria y metabolismo energético. El apetito
responde a una regulacién que depende principalmente de la interaccion de dos
de sus areas: “un centro del hambre” ubicado en el nucleo lateral y un “centro de
saciedad” en el nucleo ventromedial. Asi, al estimular el centro del hambre se

induce la ingestion de alimentos en animales conscientes y su destruccion causa

10
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anorexia grave. Mientras que la estimulacion en el centro de la saciedad produce
el cese de la ingesta y una lesion produce hiperfagia y el sindrome de obesidad
hipotalamica, siempre y cuando el suministro de alimento sea abundante (Mayer y
Thomas, 1967; Ganong, 2003; Stellar, 1954). Sin embargo, como se ha hecho
evidente, el cerebro no esta organizado en centros discretos que controlen por
ellos mismos funciones especificas, sino que los circuitos neurales mediadores de
las funciones homeostéticas como la alimentacion estan distribuidos entre varias
estructuras, de esta manera los efectos de las lesiones hipotalamicas laterales o
ventromediales en la alimentacion se cree que en parte son debidas a
disfunciones que resultan del dafio a otras estructuras (Kandel et al., 2000). La
estimulacion o inhibicibn de dichos circuitos se efectia a través de diversas
sustancias hipotalamicas que resultan muy importantes en la regulacion central
del apetito y control adipocitario y son reconocidas en regiones hipotalamicas
especificas (Ganong, 2003; Gonzalez-Barranco, 2004; Beck, 2006; lInytska y

Argyropoulos; 2008Arai et al.;2010).

1.1.1. Leptina e Insulina

Podemos decir que los nucleos hipotalamicos reciben sefiales positivas y
negativas relacionadas a la ingesta y gasto energético, en los cuales la leptina y
la insulina son los actores principales por su efecto catabdlico o anabdlico que al
ser percibidas en el hipotdlamo en estas areas activan los mecanismos centrales

de regulacion (Gonzéalez-Barranco, 2004). La leptina (del griego leptos, “delgado”)
11
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descubierta por Friedman en 1994, es una proteina pequefia de 127 aminoacidos,
que se produce en los adipocitos principalmente (la placenta y el tracto
gastrointestinal entre otros), fue identificada como el producto del gen designado
OB (obeso) en ratones de laboratorio, ya que ratones con dos copias dafadas del
de este gen (genotipo ob/ob) presentaban un comportamiento y fisiologia de
animales en un estado de inanicion constante: sus niveles de cortisol eran
elevados, eran incapaces de mantener su temperatura corporal, crecian de
manera anormal, no se reproducian y exhibian un apetito irrestricto; como
consecuencia se volvian severamente obesos, pesando tres veces mas que los
ratones normales, estos también tenian alteraciones metabodlicas muy similares a
las presentadas por animales diabéticos. Cuando se administré leptina a los
ratones ob/ob, estos perdieron peso e incrementaron su actividad locomotora y su
termogénesis. Un segundo gen, desinado DB (diabético) también se encontré que
tenia un papel en la regulacién del apetito. Los ratones con dos copias dafiadas de
este gen (db/db) eran obesas y diabéticas. EI gen DB codifica el receptor de
leptina, cuando el receptor de leptina es alterado la funcién de sefalizacion se
pierde. El receptor de leptina se expresa en el hipotalamo, de esta forma la leptina
lleva el mensaje de que las reservas de grasa son suficientes y promueve la
reduccion en la ingesta caldrica y aumento en el gasto de energia, incrementa la
presion sanguinea, la frecuencia cardiaca y la termogénesis (Figura 1.1.) (Zhang

et al.; 1994, Prolo et al., 1998).

12
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La obesidad humana puede ser debida a una falla en la expresion de la
leptina, aunque este caso es realmente poco frecuente, pues se ha observado una
concentracion incrementada en individuos obesos. La cantidad de leptina liberada
por el tejido adiposo depende tanto del namero como del tamafio de los
adipocitos, cuando la pérdida de peso disminuye la masa del tejido adiposo los
niveles de leptina disminuyen. Seguramente el sistema de respuesta a la leptina
“corriente abajo” debe de estar dafiado en los individuos obesos y la elevacion en
la concentraciéon de la hormona es el resultado de un intento fallido para

contrarrestar la resistencia originada por dicho dafo (Friedman y Halaas, 1998).

Por lo que respecta a la secrecion de insulina, esta refleja tanto el tamafio
de las reservas de grasa como el estado energético (implicando la concentracion
de glucosa en sangre). La insulina y su sistema de sefializacion estan implicados
tanto en mecanismos centrales y periféricos que gobiernan la ingesta, distribucion,
metabolismo y almacenaje de nutrientes. Es sabido que los estimulos del
ambiente respectivos a la disponibilidad y tipo de nutrientes es detectada e
integrada con informacién humoral (dada en parte por la insulina). De esta manera
la insulina actia en los receptores hipotalamicos para inhibir la ingesta de alimento
(Fig. 1.1)(Porte et al., 2005). Por otro lado la deposicion de grasa requiere de
insulina, ya que la ganancia de peso corporal no puede ocurrir en presencia de
deficiencia de insulina aun cuando se consuman grandes cantidades de comida

(Schwartz et al., 2000). Se dice que los humanos y animales obesos son

13
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resistentes a la insulina por que se requiere mas insulina respecto a los controles
sanos para mantener el nivel normal de glucosa, siendo importante este hecho
porque esta resistencia se correlaciona con la cantidad de tejido adiposo visceral,

concentracion de insulina, diabetes mellitus tipo 2 y obesidad (Benoit et al., 2004).

Figura 1.1. Regulacion del balance energético por insulina y leptina. La leptina e insulina
secretadas en proporcion al contenido corporal de grasa, actlan en el sistema nervioso central
(SNC) a través del hipotadlamo estimulando el catabolismo, mientras inhiben las rutas efectoras del
anabolismo. Estas rutas con efectos opuestos en el balance energético determinan la cantidad de
energia almacenada como grasa. Tomado de (Schwartz et al., 2000).

14
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1.2. Embarazo y Obesidad

La nutricién de la mujer tiene ciertas peculiaridades respecto del adulto en
general, entre ellas las que se refieren al proceso reproductivo, siendo el caso que
mas nos atafie el de la mujer obesa que se embaraza. El embarazo representa
una prueba de esfuerzo metabdlico importante, que tiende a adaptar al organismo
femenino para optimizar el paso de nutrimentos a través de la placenta
(Casanueva et al., 2001). Estos ajustes generalmente se etiquetan como
alteraciones fisiolégicas, pero los procesos metabdlicos de adaptacion
ocasionados por la gestacion pueden hacer muy labil a la homeostasis materna, la
cual no se mantendra ante un reto metabdlico afiadido como consecuencia de

una ganancia de peso excesiva (Gonzalez-Barranco, 2004).

En respuesta a las mayores demandas del feto y la placenta en crecimiento
rapido, la mujer gestante presenta cambios diversos e intensos, uno de los mas
evidentes es sin duda el aumento de peso, el cual en su mayor parte es atribuido
al utero y su contenido, las mamas, los aumentos en el volumen sanguineo y el
liquido extracelular extravascular. Una fraccion mas pequefia del aumento de peso
es producto de alteraciones metabdlicas que causan el incremento de agua
celular, depdsito de grasa y proteinas, (las llamadas reservas maternas). Otra
condicion fisiologica normal del embarazo es como se ha mencionado una

retencidon incrementada de agua, mediada al menos en parte por un decremento

15
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en la osmolaridad plasmatica. La concentracién de glucosa plasmatica en ayuno
decrece algo, tal vez como resultado de las mayores cifras plasmaticas de
insulina, esta cifra basal aumentada durante el embarazo normal puede ser
compatible con una respuesta de resistencia a la leptina, cuyo propdésito tal vez
sea asegurar un aporte postprandial sostenido de glucosa para el feto. Asi mismo
durante el ayuno, la concentraciobn plasmatica de &acidos grasos libres,
triacilgliceroles y colesterol es mayor. Las cifras séricas de leptina aumentan de
manera progresiva, alcanzando la maxima concentracion durante el segundo
trimestre y se estabilizan a término en concentraciones de tres a cuatro veces
mayores que las mujeres no embarazadas. Este aumento se debe solo en parte al
aumento de peso normalmente vinculado con el embarazo, porque también la

placenta produce leptina (Cunningham y Williams, 2005).

La mujer obesa que se embaraza es aquella que inicia su gestacion con
una cantidad de grasa mayor a la recomendada como normal, definida en funcién
del IMC. Aunque la obesidad representa por si misma un riesgo, las mujeres con
obesidad que se embarazan y sus fetos tienen predisposicion a una variedad de
complicaciones relacionadas con la gestacion. La mayoria de ellas son la
presentacion de diversas enfermedades, dentro de las que cabe destacar a la
diabetes mellitus, la hipertensién arterial, las infecciones de las vias urinarias asi
como las intervenciones como sus complicaciones tales como las cesareas

(Vargas-Ancona et al., 1999; Cunningham y Williams, 2005).

16
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1.2.1. Efectos en la Madre

Cada vez existe mayor evidencia de que el sobrepeso durante la pre-
gravidez es una de las condiciones mas comunes de alto riesgo obstétrico,
dandose asi un compromiso elevado para padecer una variedad de padecimientos
maternos (Lucas et al., 1988; Naeye, 1990; Cnattingius et al., 1998; Castro y
Avina, 2002). Algunos de estos efectos se pueden relacionar con los cambios
metabolicos maternos presentes durante el embarazo, relativos a la obesidad
(aumento tanto en la concentracion sanguinea de insulina en ayuno como de

respuesta a carga).

De esta forma la diabetes mellitus se presenta con mayor frecuencia en las
embarazadas obesas que en las que no lo son (la incidencia se reporta del 4 al
18% en mujeres obesas y del 1 al 3% en mujeres no obesas). El andlisis de
diversos estudios que han comparado el riesgo relativo de hipertension entre
pacientes obesas y de peso normal permiten establecer un riesgo mayor hasta de
5.2 veces en las pacientes con sobrepeso (Vargas-Ancona et al., 1999). Adn
cuando no existe acuerdo sobre el papel de la obesidad como detonante de la pre-
eclampsia, es cada vez mas claro que los mecanismos por los que se desarrolla
comparten mucho de la fisiologia de la hipertension arterial. Por otro lado, los
efectos maternos a largo plazo incluyen morbilidad y mortalidad significativas y

mas cuantiosas (Cunningham y Williams, 2005).

17
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1.2.2. Efectos en la Progenie

Tanto las complicaciones fetales como neonatales aumentan en mujeres
con obesidad. Por ejemplo, se ha comunicado en un estudio de casos y testigos
un incremento de 3.5 tantos en defectos del tubo neural en mujeres obesas,
también una incidencia de dos a tres veces mayor de onfalocele, defectos
cardiacos y anomalias multiples (Watkins et al., 2003). También se sabe que la
hipertension crénica es causa de restriccion de crecimiento fetal, asi mismo la
diabetes gestacional se complica por un numero excesivo de fetos grandes para
su edad gestacional y macrosdmicos, cualquiera que sea la causa, la prevalencia
de macrosomia esta aumentada en mujeres con obesidad (Cedergren, 2004).
Finalmente se ha confirmado que existe una tasa de casi el triple de pérdida fetal
tardia en mujeres con un IMC = 25 atribuyéndose el aumento a la privacion
socioeconOmica Yy las complicaciones del embarazo en particular pre-eclampsia y

diabetes (Stephansson et al., 2001).

1.3 Nutricidon en la gestacion y lactancia

El crecimiento del feto asume prioridad sobre varios elementos nutricionales
del cuerpo materno y muchas porciones del feto continuaran creciendo aun
cuando la madre relativamente no coma una dieta lo suficientemente nutritiva. Sin

embargo, desde el inicio del embarazo el cuerpo materno ha estado almacenando
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nutrientes que seran usados en los meses posteriores del embarazo (Guyton,

1992).

1.3.1. Nutricién Fetal

Se sabe que la mayor funcion de la placenta es permitir la difusion de
nutrientes desde la circulacion materna a la circulacion fetal, asi como la difusion
de los productos de excrecion desde el feto de regreso a la madre. En los
primeros meses del desarrollo, la permeabilidad de la placenta es reducida
respecto a posteriores etapas del embarazo, debido a que la membrana vellosa
aun no ha alcanzado su grosor minimo; conforme la placenta crece, la

permeabilidad aumenta hasta el final del embarazo.

De la misma manera que ocurre difusion de oxigeno y diéxido de carbono a
través de la placenta, también difunden otros metabolitos a la circulacion fetal
como la glucosa que es metabolizada rapidamente, cuya concentracion es
aproximadamente del 20 al 30 % inferior a la concentracidn sanguinea materna.
También es sabido que debido a la alta solubilidad de los acidos grasos en las
membranas celulares, estos difunden en gran medida de la circulacibn materna a
la circulacion fetal, de la misma manera que los iones potasio, sodio y cloruro. Por
otro lado, también existe absorcién activa por la membrana placentaria debido a
gue las células ubicadas en las membranas exteriores de las vellosidades, pueden
absorber activamente ciertos nutrientes de la circulacion materna, por lo menos

durante la primera mitad de la gestacion y tal vez durante todo el embarazo, de
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hecho la concentracion de aminoacidos de la sangre fetal es mayor que en la
circulacibn materna, asi mismo ocurre con el calcio y el fosfato inorganico

(Cunningham y Williams, 2005; Guyton, 1992).

1.3.2. Nutricidn durante la Lactancia

Después de la vida en el seno materno es ampliamente aceptado que la
leche materna es el mejor alimento para los recién nacidos. La leche materna es
isotonica respecto al medio intracelular, su contenido de agua permite la
suspension y solubilizacion de azucares, proteinas, sodio, potasio, citrato,
magnesio, calcio, cloruro y vitaminas solubles. En la rata noruega se ha
determinado que la lactancia dura alrededor de 3 semanas, este proceso induce la
movilizacion de las reservas maternas y un gran aumento en la ingesta de
alimento dependiente del tamafio la camada lactante (Yokoyama y Ota, 1967;
Naismith et al., 1982). En la leche de madres Wistar se ha determinado un
contenido de 38 mg/mL de lactosa, 168 mg/mL de lipidos y contenido total de
proteina de 80 mg/mL (Grigor et al., 1986). Por lo que respecta a ratas lactantes
alimentadas con dietas altas en grasa, se ha reportado que producen cantidades
mayores con un contenido elevado de lipidos respecto a ratas con alimentacién
baja en grasa (Del Prado et al., 1999). En humanos el perfil de acidos grasos de la
leche materna, pero no el contenido de grasa varia de acuerdo con la dieta de la
madre (Connor et al., 1996). Cuando se consumen dietas ricas en grasas

poliinsaturadas, se encuentran mas acidos grasos poliinsaturados en la leche.
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Cuando se consumen dietas muy bajas en grasa con calorias adecuadas
provenientes de carbohidratos y proteinas se sintetizan mas acidos grasos de
cadena media. Cuando la madre pierde peso el perfil de acidos grasos de sus
depdésitos de grasa se refleja en su leche. (Insull y Ahrens, 1959; Brown, 2005).
Por otro lado, la concentracién del colesterol en la leche materna varia de 10 a 20
mg/dL y al parecer el consumo temprano de este nutriente durante la lactancia
podria relacionarse con cifras menores de este en etapas posteriores de la vida

(Owen et al., 2002).

En los lactantes tipicos, el requerimiento de energia relativo al peso
corporal es mayor que en cualquier etapa de la vida; sin embargo, existen pocos
analisis sobre el gasto de energia en los nifios para lograr un consenso en cuanto

a los cambiantes requerimientos energéticos (Brown, 2005).

1.4. Programacion del Desarrollo.

Actualmente se sabe que el medio ambiente sub-6ptimo en el Utero altera el
crecimiento y predispone al individuo hacia problemas de salud durante toda su
vida. Asi, el concepto de programacion del desarrollo describe aquellas
situaciones que durante la gestacion y la vida neonatal condicionan una respuesta
fisiologica persistente en la descendencia (Alcantara-Gomez, 2008), todo esto esta

sustentado por estudios realizados en animales de experimentacion vy
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epidemiolégicos que han demostrado que la calidad de vida fetal influye de
manera profunda e irreversible en las caracteristicas fisiol6gicas y metabdlicas en
la vida adulta. Asi pues el fenotipo del adulto es por consiguiente la suma de
factores genéticos y de la influencia del ambiente fetal y pos natal (Gonzalez-

Barranco, 2004; Nathanielsz, 1996; Alcantara-Gomez, 2008; Zambrano, 2009).

Una de las primeras aportaciones, llevadas a cabo respecto a este
fendmeno, fueron basadas en observaciones epidemiolégicas realizadas de la
aparicion de obesidad en individuos concebidos durante el Invierno del Hambre
Holandés, como se le conoce al periodo de la hambruna ocurrido durante la
ocupacion alemana de los Paises Bajos durante la Il Guerra Mundial, de
noviembre de 1944 a mayo de 1945, durante estos 6 meses las raciones de
alimento se redujeron de 1800 Kcal/dia a 600 Kcal/dia y posteriormente
aumentaron a 1700 Kcal/dia al terminar la invasion; sin embargo, el peso al nacer
de esos sujetos no parecié afectado por dicho “reto” en su desarrollo, pero la
etapa de exposicion a esta grave situacion, en especial los dos primeros trimestres
de la gestacion, mostré una clara relacion con el peso de estos individuos en la
adultez temprana, ésta nutricion deficiente durante los primeros meses del
embarazo les confirid un riesgo dos veces mayor de sufrir obesidad en la edad
adulta (Ravelli et al., 1976). En 1986 las observaciones realizadas por el Dr. David
Baker, de la Universidad de Southampton en el Reino Unido demostraron que

existe una correlacion entre bajo peso al nacimiento y riesgo de enfermedades
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coronarias en la vida adulta (Barker y Osmond, 1986), las cuales llevaron al Dr.
Barker y a sus colaboradores a proponer la hipétesis de que los factores
ambientales adversos en la vida temprana causan un trastorno en el crecimiento y
desarrollo normal resultando en un fenotipo adulto propenso a enfermedad
cardiovascular (Barker, 1995; Paneth y Susser, 1995), estudios posteriores
realizados en otras cohortes inglesas como en otros paises hicieron gque esta

hip6tesis tomara mayor fuerza y credibilidad.

De esta manera la obesidad infantil y del adulto actualmente se consideran
como padecimientos que pueden ser programados en la vida temprana, y un
neonato sujeto ya sea a una privacion nutricional o a un ambiente excesivamente
rico en nutrientes, (aunque tal vez parezca contrario a la intucion), parecen ser
riesgosos (Taylor y Poston, 2007), ya que evidencias epidemiolégicas demuestran
una curva en forma de “U” al relacionar los pesos al nacimiento respecto al riesgo

de padecer obesidad en la edad adulta (Curhan et al., 1996).
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1.4.1. Obesidad y Programacion

Como se ha mencionado el estudio de los efectos de la programacién del
desarrollo en la poblacibn humana presenta ciertas limitantes, pero el uso de
modelos con animales experimentales ha proporcionado una aproximacion
suplementaria que ha probado ser bastante informativa de manera especial para
el caso de la obesidad materna (Taylor y Poston, 2007). Los modelos animales
para el estudio de las consecuencias de la obesidad durante la gestacion han
sugerido que la nutricién supra normal materna es perjudicial en la salud de la
progenie y puede resultar en: un fenotipo caracteristico del sindrome metabdlico

(Armitage et al., 2005, Nivoit et al., 2009).

Se ha demostrado con roedores que la alimentaciébn materna alta en grasa
administrada desde antes y durante la gestacion resulta en un riesgo significante e
incrementado para la progenie en la vida adulta de desarrollar un fenotipo
caracteristico de obesidad (Shankar et al., 2008), pues se ha reportado un
incremento de aproximadamente el doble de la cantidad tejido adiposo extraido de
estas crias respecto a los controles (crias de madres sanas) independientemente
del tipo de dieta consumida después del destete. Asimismo se ha detectado
hiperfagia y resistencia a la insulina (Nivoit et al., 2009), lo cual puede asociarse a
la hiperleptinemia e hiperinsulinemia que se han hallado usando este modelo tanto

en hembras como en machos (Howie et al., 2009). También se ha probado que la
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dieta materna alta en grasa ya sea en la gestacion o en la lactancia tiene efectos
adversos a largo plazo en la presion sanguinea y la funcién endotelial de la

descendencia (Khan et al., 2005).

Al parecer la alimentacion materna durante la gestacion y la lactancia es
uno de los factores determinantes en el desarrollo futuro de la progenie. En efecto,
se sabe por el estudio en modelos experimentales que la alimentacién alta en
grasa y en particular durante el embarazo produce hiperinsulinemia materna, de la
cual se ha sugerido que funcione como un estimulo programador, ya que esta se
puede asociar con la ganancia de peso de la descendencia en la vida adulta
(Garcia-Garcia et al., 2010). Sin embargo, se ha reportado con ratas Sprawn-
Dowley, que la descendencia de madres experimentales obesas aun antes de
alcanzar la adultez presentan resistencia a la insulina, ademas de alteraciones en
la sefalizacion de la saciedad en el hipotalamo y una elevada expresion de mRNA

para la leptina en el tejido adiposo (Kirk et al., 2009).
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1.5. Planteamiento del Problema

Se acepta que el estado nutricio temprano afecta el peso futuro de los
individuos, su adiposidad, sus conductas alimentarias y su predisposicion a la
obesidad; sin perder de vista que existen factores mas complejos que pueden
contribuir a todas estas posibilidades incluso desde antes de la concepcion y no
sOlo durante los desarrollos embrionario y fetal. Dicho fenotipo marcadamente
obeso es completamente independiente de la nutricion postnatal (Howie et al.,
2009). Asi pues, en el ambito clinico se fomenta realizar acciones que lleven a una
mujer obesa a condiciones de peso normal antes del embarazo, como un esfuerzo
encaminado a intervenir para evitar complicaciones (Vargas-Ancona et al., 1999).
Sin embargo, aun es necesario validar y determinar como lograr la maxima

eficacia de dicha intervencién sin arriesgar la salud materna y de su descendencia.

Aungue la investigacion en cohortes humanas ha sido de gran valor al
determinar las asociaciones entre el estado nutricional materno y las
consecuencias en la descendencia es complejo, costoso y confuso por la
influencia de variables incontrolables de origen genético y ambiental. No obstante,
en la actualidad no se dispone de mucha informacion sobre los efectos en la
intervencion dietética en la hembra obesa pero se ha demostrado que ésta, en el
periodo previo a la gestacion puede revertir de manera importante los efectos

metabodlicos adversos ocasionados por la obesidad materna sobre las crias, como
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la cantidad de grasa subcutdnea incrementada, niveles elevados de
triacilgliceroles, leptina e insulina (Zambrano et al., 2010). Sin embargo, es de gran
importancia conocer mas acerca de los efectos de los diferentes grados de
recuperaciéon en funcion del periodo de intervencion nutricional materna, ya que la
informacion disponible a este respecto alin es escasa, en particular la intervencién
gue se aplica una vez iniciada la gestacion, lo cual sera de gran utilidad al tratar de
entender el mecanismo “programador” en la salud de la descendencia de las

madres con obesidad o sobrepeso.
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2.  JUSTIFICACION

El sobrepeso y la obesidad que antes se consideraban como problemas
exclusivos de los paises de altos ingresos, estan aumentando espectacularmente
en los paises de ingresos bajos y medios, sobre todo en el medio urbano. Los
altimos célculos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indican que en
2005 habia en todo el mundo aproximadamente 1600 millones de adultos
(mayores de 15 afos) con sobrepeso y al menos 400 millones de adultos obesos
(OMS, 2006). Durante la ultima década se ha observado un aumento alarmante en
la prevalencia de obesidad en México que incluye a mujeres en edad reproductiva,
de tal forma que en mujeres de 20 a 49 afos de edad, la prevalencia de la suma
de sobrepeso y obesidad aument6 de 34.5% en 1988 a 61% en 1999 y a 69.3%

en 2006 (Fig. 2.1) (Olaiz-Fernandez et al., 2006)

28



Carlos A. Ibafiez Chavez

%

60

50

40

30

20

10

y . B
Desnutricién Adecuado Sobrepeso Obesidad
. ENN 1988 ENN 1999 . ENSANUT 2006

Figura 1.1. Distribucion del estado nutricio en mujeres de 20 a 49 afios de edad en México
para 1988, 1999 y 2006. Prevalencia (%) basada en el IMC Segun las encuestas nacionales de
nutricion. Tomado de ENSANUT 2006 (Olaiz-Fernandez et al., 2006).

La importancia de ocuparnos de las consecuencias de la obesidad y
sobrepeso en la mujer de edad reproductiva radica en los efectos adversos que se
puedan generar cuando en su momento se dé el embarazo, implicados tanto en la
madre como en el producto. Actualmente estudios epidemiolégicos mediante el
seguimiento de distintas cohortes muestra una correlacién directa entre el peso de
la madre y el peso de su descendencia (Garcia-Garcia et al., 2010), lo cual puede
dar pie a proponer que se dé un circulo vicioso, que agrava el problema de la
obesidad y sobrepeso asi como las concomitantes alteraciones metabdlicas

asociadas a estas. Sin embargo, abordar este problema de manera experimental
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en humanos es bastante complejo, particularmente por los riesgos que conllevan
tanto para la madre como para el producto el intervenir la nutricion de la mujer
embarazada. Aun resulta necesario realizar este tipo de andlisis en modelos
experimentales, siendo la opcién mas viable los modelos con roedores, por el

namero de crias obtenidas por camada y el corto periodo de su gestacion y

lactancia.
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OBJETIVOS

3.1. Objetivos Generales

Determinar algunos efectos de la intervenciéon nutricional iniciada un mes
previo a la prefiez y al inicio de la gestacion en ratas madre (FO) con
obesidad experimental; asi como las consecuencias en el metabolismo
energético y adiposidad de su progenie (F1) en el periodo posterior a la

lactancia.

3.2. Objetivos Particulares

Provocar experimentalmente obesidad en ratas hembras mediante la
alimentacion con una dieta alta en grasa e intervenirla con dieta control un

mes previo a la prefiez y al inicio de la gestacion.

Determinar la ganancia de peso corporal y la ingesta de alimento antes y
durante la prefiez y lactancia, en las ratas FO de alimentacion alta en
grasa; asi como de las de intervencion dietética con dieta control desde

antes y del inicio de la gestacion.
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Medir las concentraciones basales de insulina y leptina en las ratas FO

Medir la concentracion sérica basal de colesterol, triacilgliceroles y glucosa

en las ratas FO antes y despues de la gestacion

Obtener de las madres experimentales FO: el peso corporal, del higado y

tejido adiposo.

Monitorizar el peso corporal de las crias F1 durante la lactancia, asi como

después del destete.

Monitorizar la concentracion sérica basal de: leptina, colesterol,

triacilgliceroles y glucosa de la progenie de las ratas experimentales.

Monitorizar en la progenie de las ratas experimentales: el peso del higado e

indice de adiposidad después del destete.
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4. HIPOTESIS

La alimentacion alta en grasa en las hembras FO ocasionara que presenten
un fenotipo caracteristico de la obesidad, el cual serd revertido al menos
parcialmente después de la intervencion nutricional. De esta manera las posibles
alteraciones metabdlicas en la progenie F1 de igual manera se veran revertidas en

funcién del periodo de la intervencion nutricional.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

Se emplearon ratas hembra de 21 d de edad (recién destetadas), que a los
120 d fueron apareadas con un macho adulto de la misma cepa. Previamente, las
ratas experimentales fueron asignadas dentro de 4 grupos experimentales
(evitando tener hermanas dentro de un mismo grupo) segun su patron de
alimentacion, ya sea con dieta Alta en Grasa (alimento preparado
experimentalmente en el laboratorio con un exceso de grasa en su composicién) o
con dieta Control (alimento comercial especial para roedor) a partir del destete, el

cual se describe a continuacion:

e Grupo Control (C): Se le dio dieta Control desde el destete hasta el final de
la lactancia de F1 (De los 21 d hasta los 165 d de FO).

e Grupo de Obesidad Materna (OM): Se le dio dieta Grasa desde el destete
hasta el final de la lactancia de F1 (De los 21d hasta los 165d de FO).

e Grupo de Intervencion Previa a la Gestacion (IPG): Se le dio dieta grasa
desde el destete hasta un mes previo a la gestacion. (De los 21 d hasta los
90 d de F0), y recibi6 dieta control a partir de los 90 d de edad hasta el final
de la lactancia de F1 (165 d de edad).

e Grupo de Intervencion en la Gestacion (IG): Se le dio dieta grasa desde el

destete hasta una vez iniciada la gestacioén (De los 21 d hasta los ~120 d) y
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recibié dieta control durante la gestacion y la lactancia de F1 (hasta los

~165 d de edad).

El patrén de alimentacién de los grupos mencionados se esquematiza en la

Fig. 5.1.

Grupos Alimentacién Materna
Experimentales

Figura 5.1.Patron de alimentacion materno en los diferentes grupos experimentales. Arriba
de la recta numérica que representa la edad materna, se muestra la alimentacion recibida en cada
grupo experimental en el periodo indicado.

Una vez establecido el patrén de alimentacion de las hembras FO, se
monitorizé su peso corporal durante el experimento. Se midié la ingesta de
alimento de todos los grupos, en particular después de la intervencién en IPG (90-
105 d), durante la gestacion y la lactancia (120-165 d). Asimismo, se determiné la

guimica sanguinea (medicion de la concentracion de glucosa, colesterol vy
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triacilgliceroles) y la concentracién sérica de las hormonas leptina e insulina tanto
10 dias antes del apareamiento (110 d) como al final de la lactancia (165 d)
momento en el que se realizd la eutanasia a las madres FO y se extrajo el higado y
diferentes tipos de tejido adiposo los cuales fueron pesados. Las mediciones
correspondientes a las madres experimentales se esquematizan en el transcurso

del experimento en la Fig. 5.2.A.

Las crias F1 se asignaron al mismo grupo al que pertenecieron sus madres
FO durante el experimento, al nacimiento se les tomaron la principales medidas
morfométricas. Las crias F1 permanecieron con su madre FO durante la lactancia
de los 0 d (F1) a los 21 d (F1) cuando fueron destetadas y a partir de ese
momento se les dio dieta control a cada una hasta el final del experimento

independientemente del grupo al que pertenecieran.

El peso de las crias fue registrado desde el nacimiento 0 d (F1) hasta el
final del experimento en los dias seleccionados. A los 36 d (F1) se determiné la
guimica sanguinea y se cuantifico la concentracion de leptina; asimismo con
eutanasia previa se extrajo el higado y tejido adiposo los cuales fueron pesados.
También se midié la ingesta de alimento de los 70 a los 75d (F1). La realizacion de
las mediciones correspondientes a las crias se esquematiza en el transcurso del

experimento en la Fig. 5.2. B.
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Figura 5.2. Linea del Tiempo del Experimento. Se esquematiza a lo largo del transcurso del experimento en
dias, representado por la recta numérica central, en las diferentes secciones: A. La medicion de los
parametros maternos (de FO) y en B. Los parametros de la progenie (de F1).
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6. METODOLOGIA

6.1. Animales Experimentales

Los animales que se utilizaron para este estudio fueron ratas albinas
especie Rattus norvegicus de la cepa Wistar (obtenidos de Charles River
Laboratories, Inc.), provenientes de la colonia mantenida en el Departamento de
Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto Nacional de Nutricion
Salvador Zubiran (INNSZ). Cabe sefialar que todos los procedimientos fueron
aprobados por el Comité de Investigacion en Animales (CINVA) del mismo

instituto.

Tanto la dieta como el agua de bebida® se administraron ad libitum. Los
machos empleados para aparear a las hembras fueron alimentados con dieta
control y durante todo el estudio todas las ratas permanecieron en el area
concedida dentro de las instalaciones del bioterio del DIEB, donde se mantuvieron
en condiciones de humedad relativa y temperatura controladas 75% y 22+2° C,
respectivamente con ciclos de luz/obscuridad de 12 horas (luces encendidas:

06:00-18:00 horas).

Agua potable de la red de abastecimiento publico, acidificada (hasta un pH=2.5) con HCI, para la
prevencion de crecimiento bacteriano.
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Los animales fueron alojados en cajas estandar de acrilico (adecuadas para
ratas, conocidas comunmente como de tamafio jumbo) con una cama de aserrin
de madera virgen (Aspen Chip Laboratory Bedding de Northeastern Products
Corp.) cambiada periédicamente. Se colocaron de 3 a 5 animales por cada caja
hasta antes del apareamiento, periodo periodo a partir del cual sélo se coloco a

una hembra FO por caja hasta el final del estudio.

6.2. Dietas

La dieta Control consistiéo en: alimento comercial para roedor Rodent RQ
22-5 de Zeigler®, formulada para mantenimiento, crecimiento, reproduccion y
lactancia de ratas y ratones convencionales conteniendo 5% de grasa y un
contenido energético de 4 Kcal/g (Tabla 6.1.). Mientras que la dieta Alta en Grasa
fue elaborada en la planta piloto del Departamento de Ciencia y Tecnologia de los
Alimentos (DCyTA) del INNSZ, cuyo contenido de grasa fue del 20 %), Y el
energeético de 5 Kcal/g (Tabla 6.1), con una formulacion disefiada en base a la
recomendacion AIN-93 del American Institute of Nutrition (Reeves et al., 1993) asi
como modificaciones hechas a esta, por la Dra. Elena Zambrano y colaboradores
(Tabla 6.2) (Zambrano et al., 2010). Para su elaboracion se utilizé6 una mezcladora
de paletas Hobart modelo A-200 de 20 L de capacidad, potencia de 1/3 HP y 1425
rpm; el procedimiento de elaboracion se describe con mayor detalle en el apéndice

Al

39



Carlos A. Ibafiez Chavez

Tabla 6.1. Composicion Nutricional de las Dietas.

(%(p/p))
. Dieta Dieta
Nutriente Control’ Alta en
Grasa'
Proteina 22.0 23.4
Grasa 5.0 25.0
Polisacaridos 31.0 20.59
Azlcares simples 31.0 20.59
Fibra dietética 4.0 5.0
Minerales 6.0 5.0
Vitaminas 1.0 1.0

Contenido Energético 4 Kcal /g 5 Kcallg
tDatos obtenidos del analisis garantizado de la dieta Rodent RQ
22-5 por el fabricante.

fDatos calculados a partir de la formulacion (ver tabla 6.2).

Tabla 6.2 Formulacién de la Dieta Alta en Grasa.

Componentet Concentracion
(g/100g de Dieta)

Caseina 11.55

Caseinato de Calcio 11.55
L-Cistina, Diclorhidrato 0.3
Mezcla de Minerales AIN-76 5.0
Mezcla de Vitaminas AIN-93 VX 1.0
Colina, Clorhidrato 0.17
a-Celulosa 5.0

Almidén de maiz 20.59

Glucosa Anhidra 20.59
Aceite de Soya 5.0
Manteca de cerdo 20.0

T Las caracteristicas de cada reactivo usado como componente de la
dieta se abordan con mayor detalle en el apéndice A.1. Procedimiento
para la elaboracion de dietas experimentales.
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6.3. Medicién de peso corporal e ingesta

A partir de los 21 d edad de las hembras experimentales FO, se midié y
registro el peso corporal de cada una semanalmente; del dia 90 al 105 se midi6 su
ingesta y de manera diaria durante la gestacion y la lactancia. En las crias F1 la
ingesta se midi6 de los 70-75 d de edad, dicha determinacion se realizo,
colocando 3 o 4 animales del mismo grupo en una misma caja y pesando la
cantidad de alimento presente en el comedero cada dia a las 10:00 horas,
reponiéndolo de tal manera que la cantidad de este no fuera inferior a 50 g. Los
calculos se realizaron de acuerdo a la Ec.6.1, las pesadas se realizaron en una
balanza analitica ADAM® modelo PGW 1502e, (capacidad=1500g, d=0.01g),

usandola en la funcion de pesaje de animales para el caso del peso corporal.

Ec. 6.1 Ingesta Individual de Alimento por Dia

A — Ay

Ingestanaiviauar = n
Donde:
Ai= Alimento inicial (g de alimento en el comedero el
dia anterior a la determinacion)
Af= Alimento final (g alimento en el comedero el dia de
la determinacion)
n= Animales en la caja durante la determinacion.
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6.4. Apareamiento y Determinacion de la Prefiez

Una vez que las hembras alcanzaron la edad de 120 d, fueron colocadas en
cajas separadas de manera individual, en la misma caja se puso un macho sano
de edad adulta de fertilidad probada a fin de que se llevara a cabo el

apareamiento.

Para comprobar que se realiz6 el apareamiento posterior a la colocacion del
macho, se llevd a cabo un frotis vaginal cada 24 horas (a las 08:00 hrs). La
observacion de espermatozoides se consider6 como resultado positivo para el
apareamiento (tomando el dia del hallazgo como el dia cero de gestacion),
momento en el cual el macho fue retirado de la caja de la hembra. Las ratas
negativas para esta prueba por mas de tres dias consecutivos fueron descartadas
del experimento. Los frotis fueron tefiidos con solucion de Lugol (obtenida de la
Farmacia del Area de Hospitalizacion del INNSZ) y observados a 100x (Fig. 6.1)

con un microscopio foténico (Axiostar Plus de Carl Zeiss®).
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4

Figura 6.1 Ejemplo de la observacion de un frotis vaginal positivo para el apareamiento.
Tincién con solucion de Lugol, Realizado después de dejar a la hembra con el macho por 24 horas en
una misma caja. Es posible observar espermatozoides (como filamentos delgados opacos en el campo
iluminado). Imagen vista a 100x y tomada con una camara VGA a través del lente ocular.

6.5. Medidas morfométricas

De las crias F1, al dia del nacimiento se tomaron diversas medidas
morfométricas por medio de un calibrador con vernier (de Scala®, d=0.1mm) las
cuales consistieron en la talla medida desde la punta de la nariz hasta la base de
la cola (Fig. 6.2.A.), la distancia cefalica, medida a la altura de las orejas (Fig. 6.2
B.), la abdominal medida en la base de las costillas (Fig. 6.2.C.), y la ano-genital,
tomada desde el ano hasta el poro genital (Fig. 6.2.D.). También se calculo el
cociente de la distancia cefalica entre la distancia abdominal (Relacion Cef./Abd.)

de cada una de las crias correspondientes a cada camada.
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Figura 6.2. Medidas morfométricas tomadas con el vernier. A. Talla, Distancia B. Cefdlica, C.
Abdominal y D. Anogenital. Ver detalles en el texto.

6.6. Extraccion de suero de las ratas experimentales

Previo a la sangria se retir6 el alimento por 12 horas a las ratas
seleccionadas al azar para formar parte de la muestra, dejandoles sélo acceso al
agua ad libitum. Se realizaron extracciones sanguineas a las madres FO y crias F1
en ambos casos a la edad de 110 d, de la cuenca ocular por rasgadura leve de la
glandula lagrimal (para evitar al méximo la hemdlisis de la muestra y traumatismo
en el animal), para ello los animales fueron anestesiados colocandolos dentro de
una camara de vidrio conteniendo un pafio empapado con éter etilico (Analyzed
ACS Reagent de J.T. Baker®), una vez anestesiado el animal, por medio de un
tubo capilar para microhematocrito heparinizado, se realiz6 la extraccion de

aproximadamente 750 pL de sangre.

También se recolectd la sangre obtenida de la region cervical, al momento
de realizar la eutanasia por decapitacion rapida, con una guillotina para roedor
(Thomas Scientific), tanto de las hembras FO (a los ~165 d) al final de la lactancia,

como de las crias F1 seleccionadas a los 36 y 110 d.
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Las muestras sanguineas fueron recolectadas en ambos casos, en tubos de
polipropileno para microcentrifuga de 1.5 mL, donde se dej6é formar un coagulo por
45 minutos a temperatura ambiente. A fin de extraer el suero, las muestras fueron
procesadas en una microcentrifuga 5415C de Eppendorf® a 10000 rpm
(8154xg) durante 10 minutos, para después decantar la muestra y obtener el
sobrenadante el cual se congelé inmediatamente a —20°C, permaneciendo asi por

algunos dias hasta su procesamiento.

6.7. Extraccion de Higado y Tejido Adiposo

Las hembras FO a los ~165d y las crias F1 a los 36 y 110 d fueron
sacrificadas por decapitacion, con un ayuno previo de 12 horas pero con acceso al
agua ad libitum en todos los grupos. Después de la recoleccion de sangre antes
mencionada se procedio a la diseccion del cuerpo, momento en el que se extrajo
el higado y el tejido adiposo de diferente localizacion anatomica incluyendo: del
esterndn (solo en ratas de mas de 100 d), pancreas, retro-peritoneal, ovarico y
uterino (en hembra) vy del epididimo (en machos); todos ellos fueron pesados
individualmente, en wuna balanza analitica BP 310S de Sartorius®

(Cap.max.=320g, d=0.001 g).
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6.8. Quimica Sanguinea

Las muestras séricas conservadas inmediatamente después de su
obtencién a -20°C, fueron descongeladas a temperatura ambiente durante 15
minutos previos al inicio del analisis, momento en el cual fueron cargados en las
cubetas del equipo, el cual se encargd de procesarlas automéaticamente al iniciar

la corrida.

La medicion de la concentracion sanguinea de Glucosa, Colesterol Total, y
Triacilgliceroles, fue realizado con el sistema automatizado SYNCHRON CX® 5
Delta de Beckman-Coulter el cual utiliza el multicalibrador MULTI™ SYNCHRON
CX disefiado para este sistema (que incluye los parametros que nos interesan
entre otros), también se corrieron las muestras de control de calidad
correspondientes. Las determinaciones se llevaron a cabo con reactivos
disefiados especialmente para este sistema y los parametros antes mencionados
fueron programados en el equipo, el cual basicamente realiza un analisis
espectrofotométrico a partir de ensayos enzimaticos que se describen a

continuacion:
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6.8.1. Glucosa

La concentracion se determind por un método de punto final a tiempo fijo
utilizando un reactivo denominado GLU (Ref.: 467825), compuesto por: ATP 3.8
mM, NAD" 2.7 mM, hexocinasa (HK) 2,0 KUI/L glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) 3,0 KUI/L, ademas de otras substancias no reactivas necesarias para el
funcionamiento 6ptimo del sistema. El sistema dispensa en forma automatica los
volimenes de muestra y reactivo. La proporcion es 1 parte de muestra a 100

partes de reactivo.

En las reacciones dadas en el sistema de analisis durante la corrida (Fig.
6.3.) la HK cataliza la transferencia de un grupo fosfato a partir del ATP a la
glucosa formandose ADP y glucosa-6-fosfato. Luego la glucosa-6-fosfato se oxida
a 6-fosfogluconolactona con la reduccion concomitante de NAD a NADH por la

accion catalitica de la G6PDH.

Fig. 6.3. Reacciones Quimicas Empleadas en la Cuantificacion de Glucosa Sérica.
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El sistema monitoriza el cambio de absorbancia a A=340 nm. El cambio de
absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de glucosa en la

muestra y es usado por el sistema para calcularla y expresarla en mg/dL.

6.8.2. Colesterol

Se utiliza un método de punto final a tiempo fijo empleando el reactivo
CHOL (No. Ref.: 467825) el cual se compone de 4-aminoatirpirina (4-AAP) 0.28
mM, fenol 8,06 mM, colesterol esterasa (CE) 211 UI/L, colesterol oxidasa (CO)
216 UIl/L, peroxidasa 6667 Ul/L, ademas de otras substancias no reactivas
necesarias para el funcionamiento 6ptimo del sistema. EI SYNCHRON CX®
dispensa en forma automatica los volimenes apropiados de muestra y reactivo en

una cubeta, en proporcion de 1 parte de muestra a 100 partes de reactivo.

En las reacciones efectuadas (Fig. 6.5.) en el equipo la CE hidroliza los
ésteres de colesterol a colesterol libre y acidos grasos, el colesterol libre es
oxidado a colestén-3-ona y peroxido de hidrogeno por medio de la CO, la
peroxidasa cataliza la reaccion del peréxido de hidrogeno con 4-AAP y fenol

produciendo quinoneimina, un producto de color.
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Fig. 6.5. Reacciones Quimicas Empleadas en la Cuantificacion de Colesterol Sérico.

Asi, el sistema determina el cambio de absorbancia a A=582 nm, ya que
este es proporcional a la cantidad de colesterol en la muestra, de este modo el

sistema puede calcular y expresar la concentracion de colesterol en mg/dL.

6.8.3. Triacilgliceroles

Para esta determinacion se utiliza el reactivo GPO (ref.: 445850), mediante
un método de punto final a tiempo fijo el Sistema dispensa autométicamente los
volimenes en proporcion de 1 parte de muestra por cada 100 partes de reactivo.
El reactivo se compone de: lipasa 68 U/L, ATP 2,56 mM, glicerol cinasa (GK) 4
KUI/L, glicerofosfato oxidasa (GPO) 1,1 KUI/L, 4-AAP 0,71 mM, acido 3,5-dicloro-
2-hidroxibenzeno sulfénico (DHBS) 1,56 mM, peroxidasa de rabano (HPO) 9
KUI/L, ademas de otras substancias no reactivas necesarias para el

funcionamiento optimo del sistema.

Los triacilgliceroles de la muestra por la adicion del reactivo (Fig. 6.5.) son

hidrolizados a glicerol y acidos grasos libres por medio de la lipasa (Fig. 6.5. (a)).
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Se da asi una secuencia de tres pasos enzimaticos justamente, por la GK (Fig.
6.5. (b)) el glicerol se transforma en glicerol-3-fosfato, y este por accion de la GPO
(Fig. 6.5. (c)) se transforma en dihidroxiacetona y H,O, y asi la HPO (Fig. 6.5. (d))
causa el acoplamiento oxidante a partir del peréxido de hidrégeno generado junto

con el DHBS y la 4-AAP forman un colorante rojo de quinoneimina.

Fig. 6.5. Reacciones Quimicas Empleadas en la Cuantificacidn de Triacilgliceroles.

El sistema monitoriza la variacion de la absorbancia a A=520 nm justo antes
de la adicién de lipasa y durante un intervalo fijo de tiempo tras su adicion. Esta
variacion de la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de

triacilgliceroles en la muestra y el sistema la utiliza para calcular y expresar la

concentracion de triacilgliceroles en mg/dL.
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6.9. Determinacion de Hormonas

Se determind la concentracion de insulina y leptina por Radio-Inmuno
Ensayo (RIA por sus siglas en inglés), la cual resulta una técnica altamente
sensible y especifica. En dicha técnica, una concentracion establecida de antigeno
marcado (radiactivamente) mezclada con una concentracion desconocida de
antigeno considerado como el analito (de la muestra) es incubada con una dilucién
constante de antisuero de tal forma que la concentracion de sitios de union al
antigeno en los anticuerpos es limitada, (por ejemplo, cuando sdélo el 50% del
antigeno puede ser unido al anticuerpo). De tal forma que en este sistema habra
una competencia entre los antigenos marcados y no marcados (provenientes de la
muestra), por el nimero limitado y constante de los sitios de unién disponibles en
el antisuero (Fig.6.6). Asi, la cantidad de antigeno marcado unido al anticuerpo
disminuird a medida que la concentracion de antigeno no marcado aumente. Esto
puede ser medido después de separar el complejo antigeno-anticuerpo formado
del antigeno marcado libre (por inmunoprecipitaciéon por ejemplo), midiendo la
radiactividad ya sea de una u otra fraccion o bien de ambas, pudiéndose
establecer una curva patron con una serie de estandares que incrementen su
concentracion de antigeno no marcado y a partir de ésta curva, la cantidad
desconocida de antigeno en la muestras puede ser calculada (Lehninger et al.,

2008).
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Fig.6.6. Esquema del principio del RIA. Se representa la reaccion antigeno-anticuerpo del
anticuerpo (Ac) especifico para el antigeno marcado (Ag-marca radiactiva) y no marcado (Ag) los
cuales “compiten” por los sitios de unién debido a la cantidad limitada de anticuerpo en el sistema.

Las muestras séricas conservadas a —-20°C, fueron descongeladas a
temperatura ambiente durante 15 minutos antes de poner una cantidad de 100uL
de muestra en tubos de boro-silicato para centelleo segun el protocolo de la

determinacién con el estuche correspondiente.

6.9.1. Leptina

Se utilizé un estuche de RIA para leptina de rata de LINCO® Research No.
de catdlogo: RL-83K, el cual utiliza leptina de rata marcada con el is6topo
radiactivo *I y un antisuero especifico para leptina de rata con una sensibilidad
de 0.5 ng/mL, asi como un contador de radiaciones y (Packard Instruments Co.).

Cabe sefialar que el estuche contiene sus propios patrones de leptina con los
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cuales se elabor6 la curva patrén (el procedimiento y la curva patrén se describen

con mayor detalle en el apéndice A. 2.1).

6.9.2. Insulina.

Se utilizdé un estuche de RIA para insulina de rata de LINCO® Research
No. de catalogo: RI-13K, en el cual se emplea insulina de rata marcada con el
isétopo radiactivo *?° y un antisuero especifico para leptina de rata con una
sensibilidad de 0.1 ng/mL, el estuche contiene sus propios estandares de Insulina
con los cuales se elaboré la curva patron; asimismo se usd un contador de
radiaciones y (Packard Instruments Co.) (el procedimiento y la curva patrén se

describen con mayor detalle en el apéndice A. 2.2.).

6.10. Analisis Estadistico

Todas los animales fueron seleccionados al azar para formar las muestras
consideradas para las diversas mediciones realizadas este estudio, los datos se
expresan como la media aritmética + el error estdndar (EE). La n ademas del
namero de animales experimentales de la muestra en cuestién, también puede
referirse al nUmero de cajas empleadas para las determinaciones de la ingesta

alimentaria, (alojando de 3 a 4 animales como maximo para evitar competencia
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por la comida), asimismo también puede referirse al nimero de camadas (que
aungue es el total de las crias paridas por cada madre, en nuestro estudio se
toman los parametros ya sea de los machos o de las hembras por separado para

su analisis), en cada caso se realizara la indicacion pertinente.

El efecto del patron de alimentacion materno (FO) entre los grupos
experimentales tanto en las crias F1 como en las mismas madres FO fue analizado
en los diversos parametros considerados en este estudio por medio del analisis de
varianza de una via (ANOVA por sus siglas en inglés) vy las diferencias entre
medias se determinaron con la prueba de Tukey post hoc. Un valor de P < 0.05 se

consideré como significativo.

Los valores de los diversos parametros, obtenidos antes de la gestacion
(antes de los 120 d), en las hembras experimentales FO integrantes del grupo IG
fueron considerados para su analisis estadistico como integrantes del grupo OM
por tener el mismo tratamiento (consumo de la misma dieta experimental) hasta

ese momento.

Para el caso de la cantidad de tejido adiposo extraido tanto en las madres
FO como en las crias F1 después de la eutanasia, se reportan los datos
correspondientes al peso absoluto de cada tejido extraido de sus diferentes

localizaciones, asi como el indice de adiposidad, el cual se reporta como % del
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peso corporal con lo cual se pretende tener una mejor estimacion del desarrollo
del fenotipo obeso en los animales experimentales, debido a que este parametro
estd estrechamente relacionado con el contenido de tejido adiposo en el cuerpo
(Taylor y Phillips, 1996; Kumar et al., 1999). Este valor es calculado en hembras y

machos por medio de la Ec 6.2.A. y B.

Ec. 6.2. Determinacién del indice de adiposidad

¢ a+b+c+d
A. Indice de Adiposidadyempras = (—) 100

f

. S a+b+e
B. Indice de Adiposidadgchos = (7) 100

7

Donde:

a=Tejido Adiposo Retroperitoneal en g
b=Tejido Adiposo Pancredtico en g
c=Tejido Adiposo Ovdrico en g
d=Tejido Adiposo Uterino en g
e=Tejido Adiposo del Epididimo en g
f= Peso corporalen g
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7. RESULTADOS

7.1. Madres Experimentales FO

7.1.1. Parametros Obtenidos Antes de la Gestacidn

7.1.1.1. Peso Corporal

Los datos demuestran que la ganancia de peso corporal de las hembras FO
desde la primera semana después del destete hasta los 119 d, respecto al grupo
C (n=13) es mayor en los grupos que fueron alimentados con dieta alta en grasa,
OM (n=22) e IPG (n=9); sin embargo, en el peso promedio diario solo se
observaron diferencias estadisticamente significativas a partir de los 28 d para el
grupo de OM y a partir de los 77 d para el grupo de IPG el cual mantuvo dichas
diferencias sélo hasta los 93 d, momento en el cual la ganancia de peso
disminuyd, demostrando asi el efecto de la intervencion nutricional iniciada a partir
del dia 90 en este grupo, que para el dia 119 mostro tener el peso promedio mas

cercano al del grupo C durante el experimento.

56



Carlos A. Ibafiez Chavez

300

250
o
°
® 200
£ ——C
°
%. ——-0OM
g 10 —— IPG
Q
O
?
o 100
o

50 4 | | | | | | A 4 | |

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Edad (d)

Fig. 7.1. Peso Corporal Materno (FO) Antes de la Gestacién. Los datos se expresan como la
Media + EE, los simbolos denotan diferencian significativas (P<0.05), “ *” para OMvs Cy “ # ” para
IPG vs C. n=13 (C), n=22 (OM), n=9 (IPG).La flecha con la linea punteada indica el dia de la
intervencién nutricional en IPG a los 90d.

7.1.1.2. Ingesta de Alimento

El promedio de la ingesta de alimento de las hembras experimentales FO de
los 90-104 d (después de intervencion en el grupo IPG) demuestra que el grupo
OM consumio una menor cantidad de alimento de manera individual (10.3 + 0.1 g
rata® d*, n=7 cajas®) que los grupos que consumian dieta control en ese periodo:

IPG (12.5 + 0.3 g rata™ d*,n=4 cajas) y C (13.7 + 0.2 g rata™ d™*, n=6 cajas), de tal

3 . . . .

Durante la medicion de la ingesta, de 3 a 4 animales fueron colocados en cada caja, en base a
los cuales se calculo la ingesta individual promedio.
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forma que los valores entre cada uno de los grupos fueron estadisticamente
diferentes. Sin embargo, al calcular la ingesta energética (basados en el contenido
calérico de cada dieta) se encontré que el C ingiere (54.7 + 0.8 Kcal rata™ d?), es
decir una mayor cantidad de energia contenida en el alimento respecto a los

grupos OM (50.3 + 0.8 Kcal rata™d™) e IPG (50.0 +1.3 Kcal rata™ d™) (Fig. 7.2).

>
w

16 a 60 - a

12 45 -
30

15 -

Ingesta (g/rata/dia)
Ingesta (Kcal/rata/dia)

C oM IPG C oM IPG

Fig.7.2. Ingesta diaria de las hembras FO antes de la gestacion (promedio 90d-104d). A.
Ingesta de la cantidad de alimento B. ingesta energética Los datos estdn expresados como la
Media + EE, grupos que no comparten la misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).

7.1.1.3. Quimica Sanguinea

La quimica sanguinea determinada a los 110 d a las hembras FO demostré

que las concentraciones seéricas de glucosa, colesterol y triacilgliceroles no

muestran diferencias estadisticas entre los grupos analizados (Fig. 7.3.).
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Fig. 7.3. Quimica sanguinea a los 110d de las hembras FO antes de la gestacion (110 d). A.
Glucosa, B. Colesterol, C. Triacilgliceroles. Los datos se muestran como la media + EE.

7.1.1.4. Leptina e Insulina

Los valores promedio de la concentracion de leptina e insulina materna
medidas a los 110 d mostraron un comportamiento similar dentro de cada grupo,
obteniéndose en el caso de la leptina los valores mas bajos en el grupo C (5.1+
1.5 ng/mL, n=5), seguidos por el de IPG (9.4 £ 4.1 ng/mL, n=5) y de OM (22.0 =
2.0 ng/mL, n=8), este ultimo grupo fue el Gnico significativamente diferente del C,
pero no mostré diferencias significativas respecto al IPG (Fig. 7.4.A.). Sin
embargo, no se detectaron diferencias significativas entre grupos para el caso de
la insulina en el grupo C (0.25 + 0.08 ng/mL, n=4), en IPG (0.31 £ 0.01 ng /mL,

n=5) y en el de OM (0.48 + 0.08 ng/mL, n=9) (Fig. 7.4.B.).
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Fig. 7.4. Leptina e insulina de las hembras fO antes de la gestacién (110 d). A. Leptina, B.
Insulina. Los datos se muestran como la Media + EE, grupos que no comparten la misma letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05).

7.1.2. Pardmetros Obtenidos Durante la Gestacion y Lactancia

7.1.2.1. Ingesta de Alimento

La cantidad promedio de alimento ingerido de manera individual a lo largo
de la gestacion y la lactancia en general es menor en el grupo OM (n=5) respecto
a los deméas grupos estudiados, en particular del C (n=8) aunque soélo hay
diferencias significativas en algunos dias; asimismo la ingesta del grupo OM
también fue significativamente diferente del grupo IPG (n=8) principalmente al final
de la gestacion y a lo largo la lactancia. Por lo que respecta al grupo IG (n=4) se
puede observar un comportamiento similar al grupo OM durante la gestacion
aunque su ingesta es mayor durante la lactancia solo que no se detectaron
diferencias significativas entre estos dos grupos (Fig. 7.5).
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Fig. 7.5. Ingesta de alimento de las madres FO durante la gestacién y lactancia. Los datos se
muestran como la Media + EE. Los simbolos denotan diferencias significativas (P<0.05) en el dia
indicado: +(OM vs C), x (RG vs C) «(OM vs IPG) y | (IPG vs IG).

7.1.2.2. Ingesta Energética

La ingesta energética promedio de cada rata experimental, calculada a
partir de la cantidad de alimento ingerida y su contenido cal6rico, mostré que a
diferencia de los grupos C, OM e IPG que ingirieron cantidades energéticas
similares, el grupo IG ingirio menor cantidad de calorias obteniedo diferencias
significaticvas respecto a OM en el dia 3 y en algunos otros dias de la segunda
mitad de la gestacion respcto a C e IPG. Cabe sefialar que tambien se observaron
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diferencias significativas en dos dias al final de la gestacién entre IPG respecto a

OM.

Durante la lactancia se observé que el grupo OM presenta menor ingesta
energética respecto a los demas grupos pudiendose observar diferencia

significativa respecto al C unicamente al dia 13.
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Fig. 7.6. Ingesta Energética de las Madres FO Durante la Gestacion y Lactancia. Los datos se
muestran como la Media = EE. Los simbolos denotan diferencias significativas (P<0.05) en el dia
indicado: + (OM vs C), x (IG vsC), « (IPG vs OM), — (RG vs OM), | (IPG vs IG), n=8, 5, 8, 4
animales para: C, OM, IPG, e IG respectivamente.
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7.1.2.3. Peso Corporal

El inicio de la gestacion determinado por frotis vaginal ocurrié en un rango
de 123+2 d edad de las ratas experimentales de todos los grupos. El registro diario
del peso corporal durante la gestaciéon y la lactancia mostré que el promedio mas
alto obtenido durante estos periodos correspondio al grupo OM (n=5), para el cual
se observaron diferencias estadisticamente significativas respecto al C (n=10)
desde el primer dia de gestacion hasta el final de la lactancia; asimismo, se
observaron diferencias respecto a IPG (n=8), principalmente en la gestacion y
respecto a IG (n=4) durante la gestacion y la lactancia. Sin embargo, los grupos
IPG e IG no mostraron diferencias significativas entre ellos ni respecto al C,
aungue llama la atencion que el peso corporal materno en IG durante la lactancia

es menor que el control (Fig. 7.7.).
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Fig. 7.7. Peso Corporal de las madres FO durante la gestacidon y lactancia. Los datos se
muestran como la Media + EE. Los simbolos denotan diferencias significativas en el dia
indicado:"+"OM vs C, “” OM vs IPG y “~“ OM vs IG respectivamente.

7.1.3. Parametros Obtenidos al dia 21 de Lactancia

7.1.3.1. Quimica Sanguinea

Para la determinacion de la quimica sanguinea, el tamafio de la muestra fue
de n=5 animales/grupo. Los resultados obtenidos de las concentraciones
promedio de glucosa no presentan diferencias estadisticamente significativas

entre grupos, aunque es posible observar que el valor méas alto corresponde al de
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OM. Sin embargo, para el caso de la concentracién de colesterol, en OM (27 + 3
mg/dL) es menor y significativamente diferente de los demas grupos C (42 + 2
mg/dL), IPG (46 £ 5 mg/dL) e IG (45 + 2 mg/dL), cuyos valores no muestran
diferencias significativas entre ellos. Asimismo, el valor mas bajo en la
concentracion de triacilgliceroles corresponde al grupo OM (17 £ 4 mg/dL) siendo
significativamente diferente del C (41 £ 7 mg/dL) y del IPG (47 £ 2 mg/dL) pero no

del IG (35 + 3 mg/dL) (Fig.7.8).
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Fig. 7.8. Quimica sanguinea de las hembras FO a los 21 dias de lactancia ~(165d). A. Glucosa,
B. Colesterol, C. Triacilgliceroles, los datos se muestran como la media + EE., grupos que no
comparten la misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).

7.1.3.2. Leptina e Insulina

La concentracion de leptina a los 21 dias de lactancia presenta el valor mas

alto en el grupo OM (5.1 = 0.7 ng/mL, n=5) el cual es significativamente diferente

de C (1.1 £ 0.3 ng/mL, n=5), IPG (0.7 £ 0.2 ng/mL, n=5) e IG (1.1 = 0.4 ng/mL,
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n=4), siendo estos ultimos valores muy similares entre si, sin presentar diferencias

significativas entre ellos.

Para el caso de la insulina no es posible observar diferencias significativas
para las medias obtenidas; sin embargo, el grupo C (0.28 + 0.06 ng/mL, n=3)
presenta el valor mas bajo respecto a los otros grupos, siendo el grupo OM (0.39 +
0.10 ng/mL, n=5) al que le corresponde el valor mas alto seguido del grupo IG

(0.38 £ 0.04 ng/mL, n=4) y el grupo IPG (0.36 £ 0.11 ng/mL, n=5).

A. B
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Fig. 7.9. Leptina e insulina de las madres FO a los 21 dias de lactancia ~(165d). A. Leptina, B.
Insulina. Los datos se muestran como Media + EE, grupos que no comparten la misma letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05).
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7.1.3.3. Peso del Higado

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos
en el peso absoluto del higado extraido de las madres experimentales al final de la
lactancia, aunque es posible detectar que el C (10.7 £ 0.3 g, n=11) tiene el valor
mas bajo mientras que el OM (12.0 £ 0.9 g, n=10) presenta el valor mas alto,
seguido por los valores del IG (10.9 + 0.6 g, n=4) y el grupo IPG (10.7 + 0.2 g,
n=10). Sin embargo, el peso del higado relativo al peso corporal en los grupos
muestra que el OM (5.3 £ 0.3 %) presenta el valor mas alto y es significativamente
diferente de C (4.0 £ 0.1%), IPG (4.0 £ 0.1%), y el IG (4.0 £ 0.2%), entre los

cuales no se observaron diferencias significativas.
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Fig. 7.10. Peso del higado materno FO a los 21 dias de lactancia ~(165d). A. Peso Absoluto, B.
Peso Relativo, los datos se muestran como Media + EE., grupos que no comparten la misma letra
son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Peso Absoluto (g)
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(% del pesocorporal)
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7.1.3.4. Tejido Adiposo Materno

Podemos observar que el tejido adiposo extraido de las diferentes
localizaciones, asi como la cantidad total de éste (Tabla 7.1.) en el grupo OM es
mayor y estadisticamente diferente respecto a los demas grupos C, IPG e IG
cuyas medias no presentan diferencias significativas entre ellos (Fig. 7.11.A.). De
esta manera, estos valores se reflejan en el indice de adiposidad calculado como
la cantidad de tejido adiposo visceral extraido expresado como el % del peso
corporal ya que el grupo de OM (4.0 = 0.5 %) también fue mayor y
estadisticamente diferente de los demas grupos C (1.1 = 0.2 %), IPG (1.3 + 0.2%)
e IG (1.2 + 0.2 %) que tampoco resultaron diferentes estadisticamente (Fig.

7.11.B.).

Tabla 7.1. Distribucién del tejido adiposo materno extraido a los 21 dias de lactancia ~(165d).
Los datos se muestran como Media + EE., grupos que no comparten la misma letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05).

Grupos Experimentales

C oM IPG IG
n=10 n=11 n=10 n=4
Localizacion del Peso (g)
Tejido Adiposo 9
Retroperitoneal 0.83 £0.14a 3.78 £ 0.68b 1.08 £ 0.20a 1.21 +0.39a
Ovérico 0.67 £ 0.12a 2.68 £ 0.37b 0.98 + 0.16a 0.89 £ 0.31a
Esternon 0.07 £0.01a 0.27 £ 0.05b 0.09 + 0.02a 0.11 £ 0.02a
Pancreéatico 0.36 £ 0.15a 1.13+0.17b 0.45 £ 0.04a 0.41 £ 0.07a
Uterino 0.97 +0.15a 3.17 £0.57b 1.13 £ 0.15a 0.76 £ 0.16a
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Figura 7.11 A. Peso total del tejido adiposo materno extraido, B. Indice de adiposidad
materno. a los 21 dias de lactancia~(165d). Los datos se muestran como Media + EE., grupos
gue no comparten la misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).

cC OM IPG IG
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7.2. Crias F1

7.2.1. Parametros Obtenidos en la Lactancia

7.2.1.1. Peso Corporal y Medidas Morfométricas al

Nacimiento

Los datos registrados correspondientes a los machos F1, mostraron que no
existen diferencias significativas entre grupos en cuanto al peso corporal, talla,
distancia abdominal y ano-genital; sin embargo, la distancia cefalica del IG mostré
ser inferior y significativamente diferente del C, aunque respecto a los grupos a
OM e IPG no se observaron diferencias significativas. Este mismo comportamiento
entre grupos se pudo observar para la relacion Cef./ Abd. Para el caso de las
hembras no se observaron diferencias significativas en el peso corporal, las

medidas morfométricas ni en la relacion Cef/Abd (Tabla 7.2.).
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Tabla. 7.2. Medidas morfométricas al nacimiento de los machos y las hembras F1. Los datos
se expresan como Media + EE. Los que no comparten la misma letra son significativamente
diferentes.

Grupo C oM IPG IG
Camadas 13 7 10 4
Machos F1 al nacimiento
n(d/camada) 4+0.6 5+0.8 3+0.5 5+1.5
Peso (g) 6.74 +0.19 6.35+0.18 6.66 + 0.23 6.50 + 0.39
Talla(cm) 5.20 £ 0.06 5.27 £ 0.06 5.20 £ 0.06 5.10+0.11
Dist. Cefélica (cm) 1.21+£0.03a 1.14+0.03ab 1.16+0.03ab 1.04 +0.03b
Dist. Abdominal (cm) 1.37 £0.05 1.33+0.04 1.35+0.05 1.42 +0.03
Dist. Ano-genital (cm) 0.38 £ 0.02 0.39 +0.02 0.37+£0.01 0.33+0.08
Relacion Cef./Abd. 0.90+0.04a 0.86+0.04ab 0.86+0.03ab 0.73+0.03b
Hembras F1 al nacimiento
n(Q/camada) 5+0.5 4+0.5 6+0.8 5+0.6
Peso (g) 6.50+0.17 5.88+0.18 6.28 +0.21 6.37 £ 0.31
Talla(cm) 5.08+0.06 5.10+0.06 5.06 + 0.08 5.08 + 0.07
Dist. Cefélica (cm) 1.20+£0.03 1.09+0.03 1.15+0.03 1.08 £ 0.05
Dist. Abdominal (cm) 1.34+0.04 1.26 +0.02 1.36 £ 0.05 1.36 £ 0.03
Dist. Ano-genital (cm) 0.19+0.01  0.19 £0.02 0.24 £0.03 0.20 £ 0.02
Relacion Cef./Abd. 0.91+0.03 0.87+0.03 0.86 + 0.03 0.81+0.03

7.2.1.2. Peso Corporal durante la Lactancia

De acuerdo a los registros obtenidos del peso corporal de las crias F1
durante el periodo de lactancia, el grupo OM (n=26) presenta los valores mas
bajos durante los primeros 5 dias respecto a los deméas grupos C (n=49), IPG
(n=35) y el IG (n=10) pudiéndose observar diferencias significativas respecto a
ellos solo en los primeros tres dias. Sin embargo, alrededor del sexto dia se puede
decir que los valores son similares entre grupos para después observar un

incremento en el peso corporal de las crias del grupo OM comparado con los
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grupos restantes, detectando diferencias significativas en este grupo respecto a

IPG y al IG aproximadamente a partir del dia 11 al 14 de lactancia respecto al C.

Por otro lado, podemos decir que el peso corporal del grupo IPG fue inferior
al del C a lo largo de la lactancia, aunque esta diferencia no fue significativa
estadisticamente; no obstante, el grupo IG, el cual también fue inferior respecto al
C si present6 diferencias significativas a partir del dia 2 hasta el 13 de lactancia

(Fig.7.12. A).

El registro del peso corporal de las hembras F1 demostré de igual manera
que el grupo de OM (n=22) presenta un valor inferior comparado con el resto de
los grupos C (n=61), IPG (n=40) e IG (n=10) durante los primeros 5 dias y
encontrando diferencias significativas respecto al C en el dia 2 y al IG en el dia 1,
a pesar de ello alrededor del dia 6 se puede observar que el peso corporal del
grupo OM empieza a mostrar una mayor ganancia respecto al C, IPG y el IG,
detectando diferencias significativas a partir del dia 7. Para el caso del grupo IPG
practicamente no se observaron diferencias respecto al C, mientras que el grupo
IG presentd un peso corporal inferior a este, pero solo alcanzé a ser significativo

en el dia 14 (Fig. 7.12.B.).
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Fig. 7.12. Peso corporal de las crias F1 durante la lactancia. A. Machos, B. Hembras. Los
datos se muestran como la Media + EE. Los simbolos denotan diferencias estadisticamente
significativas:+(OM vs C ) x (IG vs C),s( OM vs IPG),-(OM vs IG) y | (IGvs IPG), P<0.05. .
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7.2.2. ParAmetros Obtenidos Después del Destete (21 Dias de
Edad)

7.2.2.1. Peso Corporal de los 21 a 72 dias de edad

El peso corporal después del destete de las crias F1 demuestra que en los
machos a lo largo de su crecimiento practicamente no se presentan diferencias
significativas entre C (n=30), OM (n=21), IPG (n=33) y el IG (n=14), aunque es
posible notar que el mayor peso a lo largo de éste periodo lo presentan las crias

del grupo OM.

En cuanto a las hembras, podemos decir que el peso del grupo OM (n=14)
es mayor respecto a los demas grupos C (n=38), IPG (n=40) y el IG (n=10),
habiendo diferencias significativas a lo largo de este periodo de crecimiento
respecto al C; también es posible notar que el peso del grupo IG es inferior a este

de manera significativa durante la primera mitad del periodo analizado.
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Fig. 7.13. Peso corporal de las crias F1 hembra despues del destete (21-72 d). Los datos se
muestran como la Media * EE. Los simbolos denotan diferencias estadisticamente

significativas:+(OM vs C )« (IGvs C) y «( OM vs IPG) P<0.05.
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7.2.3. Parametros Obtenidos a los 36 Dias de Edad

7.2.3.1. Quimica Sanguinea

La determinacién de la quimica sanguinea a los 36 d de las crias F1 de el
C, OM, IPG e IG (n=5/grupo) tanto en hembras como en machos mostré que la
concentracion de glucosa no presenta diferencias significativas entre grupos,
aungue los valores mas altos se obtuvieron para el grupo OM mientras que IPG y
IG mantuvieron valores similares al C. La concentracion de colesterol tampoco
presenté diferencias significativas entre grupos para ambos sexos. Mientras tanto
la determinacién de triacilgliceroles demuestra que en el caso de los machos no
hay diferencias significativas; no obstante, en el caso de las hembras el grupo OM

tuvo la mayor concentracion, siendo diferente significativamente del C (Fig. 7.14.).
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Fig. 7.14. Quimica Sanguinea (Glucosa, Colesterol y Triacilgliceroles) de las Crias F1 alos 36
d. A, B. y C. muestran los parametros correspondientes a los machos, D. E. y F. a las Hembras.
Los datos se muestran como Media + EE., grupos que no comparten la misma letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05).

7.2.3.2. Leptina

La concentracion de leptina de las crias F1 macho a los 36 d no mostro
diferencias estadisticas entre grupos, para C (1.8 = 0.2 ng/mL, n=10), OM (1.8+
0.1 ng/mL, n=6), IPG (1.5 0.1 ng/mL, n=10) e IG (1.7 0.3 ng/mL, n=6). De la

misma manera tampoco se detectaron diferencias estadisticas en las hembras C
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(1.5 0.1 ng/mL, n=10), OM (1.6£ 0.1 ng/mL, n=6), IPG (1.5 0.1 ng/mL, n=10), IG

(1.7 0.1 ng/mL, n=6) (Fig. 7.15.)

A. Leptina en machos F1 B. Leptina en hembras F1

2.0 2.0

15 - 15 -
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0.0 - : : ; 0.0 - : : :
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Figura 7.15. Leptina de las Crias F1 a los 36 d. A. Leptina en Hembras, B. Leptina en Machos.
Los datos se muestran como Media + EE., grupos que no comparten la misma letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05).

Concentracion (ng/mL)

Concentracion (ng/mL)

7.2.3.3. Peso del Higado

En cuanto a la masa del higado de las crias F1 a los 36 d podemos decir
gue no se encontraron diferencias en el peso absoluto de los machos entre los
grupos C (5.04 £ 0.16 g, n=11), OM (4.88 £ 0.22 g, n=6), IPG (4.62 £ 0.199g, n=10)
y el IG (4.48 = 0.16, n=6); tampoco en el peso relativo calculado en relacion al
peso corporal C (3.95 + 0.11%), OM (3.75 + 0.13%), IPG (3.80 + 0.10%) e IG (3.72
+ 0.07%). Asimismo, en el peso absoluto promedio del higado de las crias hembra
no se detectaron diferencias significativas entre grupos C (4.20 + 0.14 g, n=11),

OM (4.30 £ 0.15 g, n=6), IPG (3.85 + 0.06 g, n=10) e IG(4.00 + 0.06 g, n=6) ni en
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el peso relativo calculado C (3.68 + 0.06%), OM (3.72 = 0.13%), IPG(3.58 +

0.07%) e IG (3.64  0.04%) (Fig. 7.16.).

A.Peso Absoluto del Higado de B. Peso Relativo del Higado de
Machos F1
s Machos F1
> ST
54 £g, |
o 3 - T3
w o o
§ 2 382 ]
1- 81
O 1 T T T 0 T T T T
C OM IPG IG C oM IPG IG
C. Peso Absoluto del Higado de D. Peso Relativo del Higado de
Hembras F1 5 Hembras F1
5 4
T4
Al 22, |
o3 - 38
o o
a2 2 béz |
1 tE1
0 m| T T T 0 i T T T
C oM IPG IG C oM IPG IG

Figura 7.16. Higado de las Crias F1 a los 36 d. A. Peso Absoluto del Higado de Machos, B. Peso
Relativo del Higado de Machos, C. Peso Absoluto del Higado de Hembras, D. Peso Relativo del
Higado en Hembras. Los datos se muestran como Media * EE.

7.2.3.4. Tejido Adiposo de la Progenie (36d)

Por lo que respecta a la cantidad de tejido adiposo total, extraido post
mortem en la progenie a los 36 d de edad, tanto en el caso de los machos como
de las hembras el grupo C es el que acumula la menor cantidad de tejido adiposo

en general, seguido por el grupo IPG gque presenta una cantidad similar, mientras
79



Carlos A. Ibafiez Chavez

que en el grupo IG se obtuvo una cantidad mayor a estos, solo superada por
grupo de OM del cual se recolecté mas grasa, cuyo valor en el caso de las
hembras Unicamente mostrd ser significativamente diferente del C y los demas
grupos. A pesar de estas diferencias observadas respecto al peso del tejido
adiposo extraido, en ningun caso se detectaron diferencias significativas en el

peso corporal.

La cantidad de tejido adiposo en cada una de las regiones anatémicas
analizadas presenta diferencias significativas sélo en algunos casos: en el de los
machos se observa que solo los valores obtenidos de la grasa pancreatica
muestran diferencias estadisticas; mientras que en las hembras es posible
observar diferencias significativas en la acumulacion de tejido adiposo de la region

retroperitoneal, periuterina y pancreatica. (Tabla 7.3.).
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Tabla 7.3. Distribucion del tejido adiposo de la progenie extraido y peso corporal a los 36 d.
Los datos se muestran como Media + EE., grupos que no comparten la misma letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05).

Grupos Experimentales

C oM IPG IG
Localizacién del Peso (g)
Tejido Adiposo 9
Machos
n=11 n=6 n=12 n=6
Retroperitoneal 0.30+£0.03 0.39 + 0.07 0.26 + 0.03 0.33+0.07
Pancreatico 0.06 £ 0.01a 0.15 £ 0.04b 0.08+0.005ab 0.08+0.02ab
Epididimo 0.47 £0.04 0.59+0.11 0.42 £0.02 0.43 £ 0.05
Visceral Total 0.84 £ 0.08 1.13+£0.20 0.76 £ 0.04 0.85+0.12
Peso Corporal 128+3 1316 121+£9 1214
Hembras
n=6 n=6 n=6 n=6
Reroperitoneal 0.25 £ 0.02a 0.43 £ 0.04b 0.23 £0.01a 0.24 £ 0.02a
Pancreético 0.04 + 0.006a 0.08 £0.02ab 0.07 £ 0.01ab 0.09 £ 0.01b
Periovarico 0.14 £ 0.006 0.23 +£0.05 0.14 £0.01 0.16 £ 0.05
Periuterino 0.20 £ 0.02a 0.39 £ 0.07b 0.19 £ 0.02a 0.24+0.04ab
Total 0.62 + 0.04a 1.13+£0.15b 0.62 +0.03a 0.72+0.11a
Peso Corporal 114+ 3 116 £ 4 107 +£2 1105

Con las mediciones obtenidas del tejido adiposo (visceral) extraido se

calculo el indice de adiposidad (como % del peso corporal). Para el caso de los

machos no se detectaron diferencias significativas entre grupos, el C (0.65 + 0.06

%), OM (0.88 + 0.17 %), IPG (0.63 + 0.04 %), e IG (0.69 + 0.07 %), de los cuales

destaca el valor del grupo OM que es superior al resto de los grupos. En cambio

en el caso de las hembras si se observaron diferencias significativas ya que el

indice de adiposidad del grupo OM (0.98 * 0,13 %) fue diferente de los grupos C
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(0.55 + 0.03 %), IPG (0.57 £ 0.03 %) y IG (0.65 = 0.07 %) cuyos valores no

presentaron diferencias estadisticas entre ellos (Fig. 7.17.).
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(% Peso Corporal)

Figura 7.17. indice de adiposidad a los 36 d. A. de machos B. de hembras. Los datos se

muestran como Media + EE. Grupos que no comparten la misma letra son estadisticamente
diferentes (p<0.05).

7.2.4. Parametros alos 70 dias de Edad.

7.2.4.1. Ingestay Peso Corporal

De los registros del peso corporal e ingesta de las crias F1, tomados a

partir de los 70 d durante 4 dias consecutivos, se puede observar que el consumo

diario de alimento en los machos no presenta diferencias significativas entre

grupos: C (n=8 cajas), OM (n=6 cajas) IPG (n=6 cajas) e IG (n=4 cajas). Mientras

que el peso

corporal medido a estos, durante este periodo, tampoco muestra

diferencias significativas aunque es posible observar que el menor peso en las
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mediciones corresponde al C (n=22) respecto a los grupos OM (n=22), IPG (n=25)
e IG (n=14).

Para el caso de las hembras, la ingesta de alimento no presenta diferencias
significativas entre grupos a lo largo del periodo de medicién entre los grupos
experimentales C (n=9 cajas), OM (n=4 cajas) IPG (n=10 cajas) e IG (n= 3cajas).
De igual forma tampoco se detectaron diferencias estadisticas en el peso corporal
entre grupos C (n=36), OM (n=14), IPG (n=37) e IG (n=9); no obstante, es
evidente que durante el tiempo de medicién el grupo OM mantiene un valor mayor

respecto a los demas grupos.
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Figura 7.18. Ingesta y Peso Corporal de las Crias F1 de los 71 a los 75 d. A. Ingesta de
Machos B. Peso Corporal de Machos, C. Ingesta de Hembras, D. Peso Corporal de Hembras. Los
datos se muestran como Media + EE.
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7.2.5. Parametros alos 110 dias de Edad.

7.2.5.1. Quimica Sanguinea

La determinacion de la quimica sanguinea a los 110 d de las crias F1 en el
C, OM, IPG e IG (n=6/grupo) (Fig. 7.19.), mostr6 que en los machos, la
concentracion de glucosa no presenta diferencias significativas entre grupos a
excepcion del grupo IPG el cual presento un valor inferior. En cuanto a la
concentracion de colesterol, no se detectaron diferencias significativas aunque es
posible notar que el grupo de OM presenta el valor mas elevado respecto al C y
los grupos IPG e IG que muestran tener un valor intermedio. En el caso de los
triacilgliceroles, se encontré que el grupo de OM presenta un valor mayor que el
resto de los grupos incluyendo al C, respecto a los cuales es estadisticamente

diferente.

Para el caso de las hembras, la concentacion tanto de glucosa como de
colesterol entre los diferentes no presenta diferencias significativas. No obstante,
en el caso de los triacilgliceroles el grupo OM presento un valor elevado respecto
al resto de los grupos, aunque solo fue posible detectar diferencias significativas al

compararlo con el grupo IG del cual se obtuvo el valor mas bajo.
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Fig. 7.19. Quimica Sanguinea (Glucosa, Colesterol y Triacilgliceroles) de las Crias F1 a los
110 d. A., B. y C. muestran los parametros correspondientes a los machos, D., E. y F. a las
hembras. Los datos se muestran como Media + EE., grupos que no comparten la misma letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05).

7.2.5.2. Tejido Adiposo

Por lo que respecta a la cantidad del tejido adiposo extraido de las
diferentes localizaciones analizadas en la progenie (hembras y machos) a los
110d, podemos decir que en general el grupo C es el que acumula la menor

cantidad, seguido por el grupo IPG que presenta una cantidad similar, mientras
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que en el grupo 1G se obtuvo una cantidad mayor, solo superada por grupo de OM

del cual se recolecté la mayor cantidad que el resto de los grupos.

Sin embargo solo en los casos del tejido adiposo retroperitoneal y el tejido
adiposo visceral total se encontraron diferencias significativas entre los grupos de
los machos. En las hembras, las diferencias significativas se encontraron
solamente en los valores obtenidos del tejido adiposo pancreético, periovarico y
visceral total. En cuanto al peso corporal no se detectaron diferencias

significativas entre grupos tanto en hembras como en machos. Ver tabla 7.4.

Tabla 7.4. distribucion del tejido adiposo de la progenie extraido y peso corporal a
los 110 d. Los datos se muestran como Media * EE., grupos que no comparten la misma letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05).

Grupos Experimentales

C oM IPG IG
e peso 0
Machos
n=11 n=6 n=12 n=6
Toracico (esternon) 0.25+0.03 0.33+0.07 0.28 £ 0.03 0.27 £0.02
Retroperitoneal 5.5+ 0.5a 9.4+0.7b 7.5 +0.7ab 6.9 £ 0.5a
Pancreatico 0.9+0.08 1.3+£0.17 1.1x£0.2 1.310.1
Epididimo 6.2+04 8.1+0.8 76+04 7.0+0.3
Visceral Total 12.6 +0.8a 18.8 +1.3b 16.2 +1.1ab 15.1 £ 0.8ab
Peso Corporal 384 +£11 378 £13 397 £18 362 £11
Hembras
n=6 n=6 n=6 n=6
Toracico(esternén) 0.13+£0.02 0.32 £0.11 0.14 £0.02 0.10+0.01
Reroperitoneal 2.7+0.3 3.4+0.9 26+04 2.3%+0.1
Pancreatico 0.45+0.06a 0.92%0.11b 0.74 £ 0.07b  0.80 £0.06b
Periovarico 0.8+0.2a 20+0.2b 2.3+£0.3b 1.7+0.1b
Periuterino 1.9+0.3 3.6+0.8 28+0.1 21+0.2
Visceral Total 6.0 £ 0.6a 10.3+1.8b 8.6 £ 0.7ab 7.0 £ 0.4ab
Peso Corporal 287 +5.4 278 +£11.0 289 +4.2 279+£6.9
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Con las mediciones obtenidas del tejido adiposo total (visceral) extraido se
calculd el indice de adiposidad. Para el caso de los machos se encontré que este
valor fue mas alto en el grupo de OM (5.04 + 0.25 %) estadisticamente diferente
de los grupos IG (4.25 £ 0.18 %) e IPG (4.14 + 0.16 %) con valores intermedios y
del C (3.36 £ 0.23 %) con el valor mas bajo (Fig. 7.13.A). Los valores obtenidos de
las hembras muestran que el valor mas alto lo presenta el grupo OM (4.20 + 0.60
%) y es estadisticamente diferente del C (2.62 + 0.22 %) cuyo valor es el mas

bajo, mientras que en los grupos IPG (3.53 = 0.25 %) e IG (3.09+£0.19 %) se

obtuvieron valores intermedios.
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Figura 7.20 Indice de adiposidad a los 110d. A. de machos B. de hembras. Los datos se

muestran como la Media + EE., grupos que no comparten la misma letra son estadisticamente
diferentes (p<0.05).
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8. DISCUSION.

La obesidad es resultado de un desequilibro entre la ingesta y el gasto
energeético, siendo un prerrequisito la disponibilidad de alimentos ricos en energia;
de esta manera, una dieta alta en grasa administrada ad libitum en el modelo
experimental de obesidad usado en el presente estudio, fue capaz de provocar

una ganancia de peso importante en hembras FO durante su crecimiento.

La obesidad experimental inducida por dieta, usualmente es asociada con
la sobrealimentacién; no obstante, en este estudio se observé que el consumo
energético de las hembras FO alimentadas con dieta alta en grasa fue menor que
las que fueron alimentadas con dieta control. Esta observacion es acorde con lo
gue actualmente se sabe de estos modelos, ya que la obesidad experimental se
puede dar en ausencia de la ingesta caldrica incrementada cuando existen
cambios en la composicion nutrimental de la dieta. Asi, un exceso de lipidos es
capaz de alterar la eficiencia de la utilizacion de alimento y de esta manera
incrementar la cantidad de grasa almacenada por caloria consumida (Stunkard y

Wadden, 1993).

La ganancia de peso inducida en las hembras FO en el modelo experimental
usado en el presente trabajo, puede asociarse a la acumulacion de grasa corporal,

pues esta ganancia estuvo acompafiada de una elevacion en la concentracion
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sanguinea de insulina y leptina, cuyas concentraciones en la circulacion
sanguinea estan fuertemente correlacionada con la cantidad de tejido adiposo

(Benoit et al., 2004).

Llama la atencién que en el grupo con obesidad materna existe una
disminucién de la concentracion sanguinea de colesterol y triacilgliceroles al dia
21 de lactancia. Se ha sugerido que dicha modificacién en la cantidad de lipidos
circulantes tiene explicacién por su movilizacién hacia la glandula mamaria. Se ha
reportado con ratas experimentales que cuando existe un incremento en el
consumo de grasa la concentracibn de ésta se eleva en la leche, dicha
movilizacion podria estar encaminada a garantizar los componentes lipidicos de la
leche y satisfacer el desarrollo de la glandula mamaria (Bautista-Carbajal y
Zambrano, 2010) junto con ciertos mecanismos que sirven para subsanar el
exceso de grasas ingeridas en la dieta; que posiblemente estén activados desde
antes de la gestacion ya que a los 110d (periodo en cual la disponibilidad de
lipidos no estda comprometida), la quimica sanguinea practicamente permanece
sin cambios. Estos mecanismos compensatorios del exceso energético podrian
incluir la sintesis enddgena y/o absorcion disminuidas e incluso una expresion
aumentada de la cantidad de receptores de las lipoproteinas involucradas en su
transporte y metabolismo principalmente expresados en el tejido adiposo e higado
(Smith et al., 1998), de los cuales se observé un aumento importante en su masa

en el presente estudio.
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Asimismo es posible detectar al final de la lactancia indicios de resistencia a
la insulina en las madres FO que acumularon mas grasa, pues se observd cierta
elevacion en la concentracion de insulina sin la modificacion de la concentracion

basal de glucosa.

Por lo que respecta a la intervencién nutricional, podemos decir que el
cambio de una dieta alta en grasa hipercaldrica a una dieta control isocal6rica
provoca la disminucion en el consumo energético (observada a través de la
cantidad de alimento ingerida tanto un mes previo y durante la gestacion). Este
hecho se puede atribuir a la falta de predileccion por la dieta control, la cual
probablemente no tenga el mismo nivel de palatablidad®, debido al contenido de
glucosa como unica fuente de azlcares simples en la dieta alta en grasa; pues es
sabido que la rata tiene una preferencia innata por el sabor dulce; por otra parte el
animal experimental puede asociar el sabor con los efectos metabdlicos y
gastointestinales de la comida (Stunkard y Wadden, 1993) dentro de los cuales
podria estar implicada la disponibilidad energética; asimismo, se ha reportado en
ratones que la exposicion a una dieta alta en grasa desde edades tempranas (de
3 a 4 semanas) incrementa la atraccion por dietas densamente cal6ricas en la
edad adulta implicando la modificacibn de algunos mecanismos neuroldgicos

centrales (Teegarden et al., 2009).

* Se entiende como palatabilidad la caracteristica de un alimento que resulta agradable al gusto del
animal experimental, la cual se acepta como una propiedad dinamica, que no solo depende de la
textura, consistencia, olor o sabor.
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Es asi como la intervencion nutricional llevada a cabo en este estudio no
s6lo se comprende de la modificacién del tipo de alimento sino ademas por el

consumo disminuido en la cantidad total de este.

La intervencion nutricional iniciada desde antes de la gestacion fue capaz
de modificar algunos de los parametros maternos analizados en el presente
estudio, cuyos valores reflejaron la disminucion de la acumulacién de tejido
adiposo, pues tanto la ganancia de peso corporal como los valores de leptina e
insulina fueron inferiores respecto grupo con obesidad. Del mismo modo, la
intervencion iniciada durante la gestacion también provoco la reduccién en la
ganancia de peso corporal, observado partir de los primeros dias de la prefiez.
Dicha reduccion se reflej6 en una cantidad menor de tejido adiposo acumulado,
asi como una baja en la concentracién sanguinea de leptina mas no en la de
insulina cuyo valor tiende a ser elevado respecto al grupo con obesidad al final de
la lactancia. Este comportamiento experimental fue similar al observado en un
experimento previo realizado por nuestro grupo de trabajo (mencionado en el
apéndice A.3.1-2), donde se emplearon hembras FO con obesidad experimental
intervenidas antes y durante la gestacion, pero que fueron sacrificadas y
analizadas al dia 19 de gestacion (Nathanielsz et al., 2010); sugiriendo que en la
obesidad materna la elevacioén en el valor de insulina no es “reversible” por la
intervencion nutricional iniciada en la gestacién en comparacion a la iniciada de

manera anticipada (30 dias previos). Incluso se sabe que en condiciones
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experimentales normales la concentracion de insulina materna disminuye en la
gestacion y la lactancia, segun observaciones en hembras Sprawn Dowley

(Mizoguchi e Imamichi, 1986).

Por otro lado es probable que el desarrollo intrauterino de la progenie este
amenazado por la intervenciéon nutricional iniciada durante la gestacion, ya que las
medidas morfométricas indicaron que ésta afecta negativamente el diametro
cefélico al nacimiento de los machos, pudiendo asociar este efecto a la menor
ingesta de alimento y por lo tanto de nutrientes. Ademas es importante sefialar
gue la obesidad durante la restriccion alimentaria materna no es capaz de prevenir

el retraso en el desarrollo de la cria (Lederman y Rosso, 1981).

No obstante, el peso corporal al nacimiento de las crias F1 de nuestro
estudio no mostrd diferencias entre grupos. Este hallazgo es consistente con los
resultados obtenidos en diversos modelos experimentales disefiados para el
estudio de los efectos de la dieta materna en la programacion del desarrollo
(Armitage et al., 2005; Shankar et al., 2008; Zambrano et al. 2010). Por este hecho
es aceptado que la evaluacion de la descendencia en estos modelos debe de
estar basada en la composicion corporal mas que en el peso, el cual resulta una

medicion pobre de la calidad del ambiente intrauterino.
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Sin embargo, la tendencia observada al nacimiento de la progenie nos
indica (tal vez de manera contraria a la intuicién), que tanto en hembras como en
machos el menor peso corporal se obtiene en el grupo proveniente de las madres
alimentadas con dieta alta en grasa, seguidas por las crias de las madres
intervenidas antes y durante la gestacion; mientras que en las del grupo control se
obtienen los mayores valores como fue descrito en el texto (tabla 7.4). Estas
tendencias del peso corporal entre grupos se mantienen sélo dentro de los
primeros 3 dias de edad en los cuales incluso, se encontraron diferencias
significativas (Fig.7.5), pudiendo estar ligado a los hallazgos que demuestran que
la obesidad materna origina la reduccion en el tamafio fetal de la cria (Jungheim
et al., 2010). Se podria sugerir que ésta reduccidn se origina a partir de la masa
de algun tipo de tejido susceptible a la hipertrofia temprana debida a las
condiciones intrauterinas adversas, provocadas por nuestra dieta alta en grasa o
bien por la obesidad misma, pues se sabe que esta es acompafiada por un cierto
grado de inflamacién cronica leve (Steinberg, 2007; Shoelson et al. 2007; Farley et
al., 2009; Zhu et al., 2010). Por otra parte, se ha demostrado reportado que un
estado inflamatorio puede afectar negativamente el desarrollo del musculo
esquelético de la progenie (Nathanielsz et al., 2009; Du et al., 2010) y originar
posiblemente la fuerza contractil disminuida, de acuerdo a observaciones en crias
Wistar de madres con alimentacion a base de comida chatarra (Bayol et al., 2009).
El muasculo esquelético debe de considerarse como un tejido clave en la

composicidon de la masa corporal de la descendencia, ya que éste puede constituir
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del 40 al 50 % del peso del animal (Spargo et al.,, 1979). La afectaciéon en la
funcionalidad y constitucion de este tejido no puede perderse de vista de la
acumulacion de grasa corporal a corto y a largo plazo, ya que es uno de los
principales 6rganos encargados de la movilizacién de lipidos y carbohidratos,

contribuyendo asi a la génesis de la obesidad.

En contraste a las observaciones del peso corporal de las crias F1 en los
primeros dias de vida, a partir de los 7 dias de edad y hasta el final de la lactancia,
las crias provenientes de madres obesas (tanto hembras como machos) presentan
ganancia de peso mas acelerada respecto a las pertenecientes al resto de los
demas grupos. Posiblemente el mayor efecto a favor de la ganancia de peso
corporal fue la lactancia de madres alimentadas con dieta alta grasa, pues se ha
determiné que la dieta alta en grasa en este modelo experimental, hace que la
leche presente mayor contenido de lipidos y menor de agua (Bautista-Carbajal y

Zambrano, 2010).

Después del destete es posible observar efectos en el peso corporal que no
se pueden tomar como consecuencias directas de lactancia. Se puede sugerir que
dichos efectos sean atribuibles a la programacion del desarrollo que se ponen en
evidencia gradualmente, los cuales aparecen de manera tardia o bien nunca se

presentan en los grupos intervenidos nutricionalmente.
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En los machos provenientes de madres del grupo de obesidad materna, se
observa una tendencia a ganar mas peso respecto a los demas grupos, adn
después del destete; en especial sobre el grupo proveniente de madres
intervenidas durante la gestacion el cual tiende a presentar valores incluso
inferiores al control. En el caso de las crias hembras, el peso corporal de las
provenientes del grupo de obesidad materna es mayor significativamente respecto
al resto de los grupos en gran parte del experimento (incluida la lactancia y parte
del crecimiento después del destete), en especial del proveniente de madres
intervenidas durante la gestacién cuyos pesos son inferiores al control durante el
primer mes después del destete. Posteriormente se observa cierta recuperacion,
para en el segundo mes, el peso corporal del grupo de intervencion en la
gestacion practicamente es igual al control. Lo que demuestra que la intervencion
durante la gestacidbn provoca un retraso en la ganancia de peso en la

descendencia a lo largo de su desarrollo.

No obstante, la ingesta de alimento de ambos sexos practicamente es la
misma entre los grupos experimentales, siendo mayor en el caso de los machos,
lo cual no aporta evidencia suficiente para poder sugerir un aumento en la masa

corporal en los grupos correspondientes debida a hiperfagia.

En tanto que los efectos observados de manera diferencial entre sexos

respecto a la acumulacion de masa corporal, pueden deberse al propio dimorfismo
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sexual, el cual marca un desarrollo caracteristico para la hembra y el macho. Los
resultados obtenidos son acordes a los hallazgos que indican que los dafios en la
progenie asociados a la obesidad materna no se presentan de la misma manera
en ambos sexos, como se ha reportado en diverso estudios. De acuerdo a
evidencias experimentales, se podria sugerir mayor susceptibilidad en las
hembras en cuanto al desarrollo de resistencia a la insulina, esteatosis hepatica y
acumulacion pancreatica de grasa (Srinivasan et al., 2008; Han et al., 2005; Oben
et al., 2010). De esta forma, se sugiere un metabolismo de lipidos afectado por la
concentracion elevada de triacilgliceroles en las hembras F1 de madres FO obesas
los 36 y 110 d; a diferencia de los machos en los que se observa este
comportamiento solo hasta los 110 d. Sin embargo, se obtuvo una recuperacion
franca de este pardmetro sanguineo en los grupos intervenidos antes y durante la
gestacion, (alcanzando concentraciones de triacilgliceroles similares al control), en

ambos sexos.

No obstante, la acumulacion de tejido adiposo visceral en hembras y
machos se observa incrementada en crias provenientes de madres obesas; en los
grupos de intervencién parecen recuperarse a los 36 dias de edad (al obtener
cantidades similares al control). En cambio a los 110 dias el indice de adiposidad
en los grupos de madres intervenidas esta disminuido respecto al grupo de
obesidad materna indica que la recuperacion no es “completa” ya que adn

presentan valores mayores al grupo control. La observacién de alteraciones
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producidas por el ambiente perinatal que se hacen evidentes hasta la edad adulta,
es consistente con la hipétesis de la programacion del desarrollo (Wadhwa et al.,
2009). Este fenbmeno puede ser un tanto peligroso visto desde el punto de vista
clinico, pues un individuo “programado” puede pasar gran parte de su vida sin
ninguna alteracion patolégica evidente y por lo tanto sin saber que esta
predispuesto a cierta alteracion fisioldgica que en el futuro lo enferme, por lo que
sera dificil que se pueda tomar alguna accion preventiva especifica que pueda

encaminarlo a “neutralizar” tal efecto.

Por otra parte, de acuerdo a la cierta recuperacion observada en los grupos
con intervencién nutricional materna, no es posible identificar diferencias en el
grado de recuperacion en funcién del periodo de inicio de la intervencion, lo cual
puede sugerir que esta alteracion tiene su origen en el periodo anterior a la
concepcion. Se ha reportado en roedores que en la obesidad materna la calidad
del oocito es deficiente (Jungheim et al., 2010), por lo que no seria extrafio hallar
alteraciones en su desarrollo como 6vulo maduro, de tal forma que pudieran

alterar el fenotipo del individuo que formara después de su fecundacion.

Sin embargo, la intervencién nutricional no puede despreciarse por el hecho
de no revertir totalmente la adiposidad en la progenie por la obesidad materna,
pues su eficacia en la reduccion de la concentracion de triacilgliceroles en sangre

resulta bastante utii en la prevencion diversos problemas asociados al
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metabolismo de lipidos, como por ejemplo: la resistencia a la insulina ( Coppack,
2005; Rosen y Spiegelman, 2006), acumulacién de grasa hepética (Bayol et al.,
2010), que aunque no se observé su desarrollo en nuestro estudio, su apariciéon
tardia no puede descartarse por la obesidad materna, en entre otras afectaciones
como las cardiovasculares que han sido ampliamente estudiadas en este modelo

(Khan et al., 2005; Calvert et al., 2009; Drake y Reynolds, 2010).

En la actualidad se sabe relativamente poco acerca de los mecanismos
involucrados en el origen de la programacion del desarrollo en la obesidad
materna; sin embargo, se ha reconocido que alteraciones epigéneticas tienen un
papel importante aunque pobremente definido (Heerwagen et al., 2010). La
regulacion epigenética se caracteriza por modificaciones covalentes en el DNA y
la cromatina, que alteran la expresion de los genes independientemente de su
secuencia. Las modificaciones epigéneticas originan cambios que modifican la
expresion génica durante periodos de tiempo largos por medio de la coordinacién
compleja de multiples proteinas de uniéon y enzimas que interactian entre ellas
mismas mediante circuitos de retroalimentacidbn positiva y negativa que
eventualmente resultan en la alteracion estable de la estructura de la cromatina (

Jaenisch y Bird, 2003; Zambrano, 2009).

Se sabe que la diferenciacion del tejido embrionario que origina la

miogénesis, adipogénesis y fibrogénesis estd controlada crucialmente por la
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expresion de uno o mas genes, pudiendo originar alteraciones en el desarrollo de
éstos a través de cambios epigenéticos en la cria fetal. Actualmente una de las
propuestas mas importante acerca de este fenémeno y en la cual nuestros datos
obtenidos pueden encontrar explicacién, es la asociacion entre la inflamaciéon y

cambios epigenéticos en genes clave reguladores de la adiopogénesis y

miogénesis (figura 9.1) (Du et al., 2010).
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Figura 9.1. Obesidad, inflamacion y modificaciones epigenéticas involucradas en la
miogénesis y adipogénesis. Un proceso inflamatorio, caracteristico de la obesidad puede inducir
cambios en las células fetales indiferenciadas involucradas en la formacion del masculo y tejido
adiposo generando cambios permanentes que pueden repercutir en el fenotipo obeso de la vida
adulta. Tomado de (Du, Yan et al., 2010).

No obstante, el proceso inflamatorio propuesto para el caso de la obesidad
materna podria no ser el anico mecanismo “programador” en el desarrollo de las
crias, pues actualmente existe una amplia gama de posibilidades en las que
seguramente estaran implicadas las condiciones metabdlicas de la madre. Ya que
éstas afectan directamente a los productos de la concepcion (feto y placenta),
cuya fisiologia debe ser analizada con mas detalle en presencia de obesidad.

Tampoco podemos dejar de lado el ambiente postnatal y su interaccion con los
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posibles efectos programados, su estudio podria demostrar la susceptibilidad a
ciertos “retos metabdlicos” en los organismos provenientes de madres obesas,
tales como la exposicion a una dieta hipercal6rica, por ejemplo. El estudio de
estos efectos podria contribuir de manera importante en la descripcion y sobre
todo en la explicacion mecanistica de la programacion del desarrollo en la
obesidad materna, abriendo paso a la posible aplicacion clinica para la deteccion
de sujetos predispuestos a enfermedades metabdlicas y el disefio de métodos de

prevencion cada vez mas efectivos en la poblacién humana.
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9. CONCLUSION.

La intervencién nutricional previa y durante la gestacion es capaz de reducir
la obesidad materna de la rata. Concomitantemente los efectos adversos en la
progenie originados por la obesidad, se revierten de manera parcial o total debido
a dicha reduccién. No obstante, la intervencién nutricional de inicio previo a la
gestacion ofrece mejores resultados y menos efectos desfavorables para el

desarrollo que la intervencion iniciada con la gestacion.
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A. APENDICES

A.1. Procedimiento para la elaboracion de dietas
experimentales.

Los reactivos Utilizados para la elaboracion de las dietas se enlistan a
continuacion:

e Caseina libre de vitaminas, de Harlan Teklad

e L-Cistina Diclorhidrato,de Sigma Aldrich

e Mezcla de Minerales AIN-76, de Harlan México S.A. de C.V.

e Mezcla de Vitaminas AIN-93 VX, de Harlan México S.A. de C.V.

e Colina, Clorhidrato de Sigma Aldrich

e 0-Celulosa de Sigma Aldrich

¢ Almidon de maiz de Drogueria Cosmopolita S.A. de C.V

e Glucosa Anhidra de Drogueria Cosmopolita S.A. de C.V

e Aceite Comestible Puro de Soya Nutrioli® de Ragasa Industrias S.A. de
C.V.

e Manteca de cerdo de JC Fortes®

e Azlcar refinada de Great Value®
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La dieta fue elaborada de la siguiente manera

1.

3.

Se pesd segun la formulacion mencionada en el texto la cantidad
correspondiente de cada componente por separado usando la balanza
analitica Sartorius® ED623SCW asi como la bascula EURA® 2000/100

(cap. méx.=100 Kg y d=50g), segun la sensibilidad requerida en cada caso.

Se adicion6 primero la cantidad requerida de manteca de cerdo en la
mezcladora de paletas y se acciond en velocidad intermedia durante 5
minutos o bien hasta que la manteca se distribuyera uniformemente en el

fondo.

Se mezclaron todos los componentes sélidos durante 5 minutos en

velocidad baja en la mezcladora (siendo las mezclas: de vitaminas AIN-76

y de minerales AIN-93VX las ultimas en incorporarse).

Después, sin detener el mezclado se agrego6 la cantidad correspondiente

del aceite de soya.
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5. A velocidad intermedia se mezclé por 5 minutos mas o hasta haber
obtenido una masa homogénea de consistencia adecuada para ser roida

por los animales y a la vez ser moldeada con las manos.

6. La dieta se almacen6 en bolsas de polietileno opacas, por lapsos no

mayores a un mes en un cuarto frio de 4° C.
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A.2. Determinacion de Hormonas.

A. 2.1. Cuantificacién de Leptina

A.2.1.1 Reactivos

El estuche de para determinacion de leptina consistio en los siguientes reactivos:

A. Amortiguador para Ensayo: PBS 0.05 M de pH=7.4, con EDTA 0.025M,

azida de sodio al 0.08%, BSA grado RIA al 1% y triton X-100 al 0.05%.

B. Anticuerpo Especifico para Leptina de Rata. Suero de cobayo anti-leptina

de rata mezclado con reactivo A.

C. Marca Radiactiva (Leptina-'?l): Leptina de rata marcada con *?°| (<3uCi)

111 kBq liofilizada para reconstituirse con el reactivo D.

D. Amortiguador para marca radiactiva. Reactivo A mezclado con suero normal

de cobayo.
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E. Estandares de Leptina: Leptina de rata recombinante disuelta en reactivo A

a las siguientes concentraciones: 0.5, 1, 2, 5, 10, 20 y 50 ng/mL

F. Controles de Calidad 1 y 2: Leptina de rata recombinante a las

concentraciones determinadas disueltas en reactivo A.

G. Reactivo Precipitante: Suero de cabra anti-suero de cobayo, PEG al 3% y
tritbn X-100 al 0.05% en PBS 0.05M, EDTA 0.025M y azida de sodio al

0.08%.

A.2.1.2. Procedimiento

La cuantificacion por RIA se llevo a cabo de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante, la determinacion fue realizada durante tres dias y

el procedimiento se describe de manera breve a continuacion.

Dia 1: Se usaron tubos de ensayo de borosilicato de 12 x 75 mm y se
depositdé en cada uno de ellos 100 puL ya sea: de cada muestra sérica, de
estandares (por duplicado), de controles de calidad o de amortiguador de ensayo
(por triplicado) para la determinacion de uniones totales, posteriormente a todos

estos se agregaron 100 pyL de anticuerpo anti-leptina y se mezclé con vortex.
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También ese mismo dia en otros tubos se colocaron 300 y 200 pL de
amortiguador de ensayo Unicamente y por duplicado para la determinacion de
uniones inespecificas y cuentas totales respectivamente. Todos los tubos se

incubaron por 24 h a temperatura ambiente.

Dia 2: A todos los tubos después de la incubacion se les agregé 100 uL de
la marca radiactiva reconstituida con el amortiguador para marca radiactiva. Todos
los tubos se mezclaron con vortex y se incubaron nuevamente por 24h a

temperatura ambiente.

Dia 3: Se agreg6 a todos los tubos después de la incubacion el reactivo
precipitante, se mezclé con vortex y se incubaron por 20 min a 4 °C. Todos los
tubos fueron centrifugados a 3000xg por 20 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido
excepto el de los tubos correspondientes a las cuentas totales fue decantado
cuidadosamente para asi mantener Unicamente el precipitado resultante en el
tubo, el cual fue procesado en un contador de radiaciones y de Packard
Instruments Company, programado para tener un tiempo de conteo de un minuto
por cada muestra; asimismo, los datos fueron analizados automaticamente por el
equipo para obtener la curva de calibracion y a partir de esta calcular la

concentracion de cada muestra en ng/mL.
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A.2.1.3. Curva de Calibracién de Leptina
El equipo determiné automaticamente una ecuacion que relaciona la
concentracion de leptina (x) y la radiactividad emitida del precipitado (») en forma

de funcioén logistica de cuatro parametros para la curva patron (Fig. A.1.).

Ecuacion A.1 Curva de Calibracion de Leptina

6000
"“""\
—_ | a—d
E 4500 y=d+ —
5 )
iy c
[0
S 3000 -
2 r= 0.9766
[&]
0
S X Donde:
g 1500 - a= 5782.18
\\.‘ = 1.18
c= 2.47
0 = 621.53
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00
Concentracion de Leptina (ng/mL en escalalog.)

Figura A.1 Curva de calibracion para la determinacion de leptina. La linea continua
corresponde a la funcién logistica mostrada. Los datos de los estandares son mostrados con un
punto. El eje de las abscisas se muestra en escala logaritmica.
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A. 2.2. Cuantificacion de Insulina

A.2.2.1. Reactivos
El estuche de para determinacion de insulina consistio en los siguientes

reactivos:

A. Amortiguador para Ensayo: PBS 0.05 M de pH=7.4, con EDTA 0.025M,

azida de sodio al 0.08%, BSA grado RIA al 1%.

B. Anticuerpo Especifico para Insulina de Rata. Suero de cobayo antiinsullina

de rata mezclado con reactivo A.

C. Marca Radiactiva (Insulina-'*1): Insulina de rata marcada con **° (<5uCi)

185 kBq liofilizada para reconstituirse con el reactivo D.

D. Amortiguador para marca radiactiva. Reactivo A mezclado con IgG de

cobayo como vehiculo.
E. Estandares de Insulina: Insulina de rata purificada en Amortiguador para

estandar a las siguientes concentraciones: 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 y 10.0

ng/mL
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F. Controles de Calidad 1 y 2: Insulina de rata purificada disuelta en reactivo A

a la concentraciéon establecida.

G. Reactivo Precipitante: Suero de cabra anti-suero de cobayo (IgG) PEG al
3% vy triton X-100 al 0.05% en PBS 0.05M, EDTA 0.025M y azida de sodio

al 0.08%.

A.2.2.2. Procedimiento

La cuantificacion por RIA se llevo a cabo de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante, la determinacion se llevé a cabo durante tres dias

y el procedimiento se describe de manera breve a continuacion

Dia 1: Se usaron tubos de ensayo de borosilicato de 12 x 75 mm y se
deposité en cada uno de ellos 100 pL ya sea: de cada muestra sérica, de
estandares (por duplicado), de controles de calidad o de amortiguador de ensayo
(por triplicado) para la determinacion de uniones totales, posteriormente a todos
estos se agregaron 100 pL de marca radiactiva (insulina-*?l), y se mezclé con
vortex. Posteriormente, de igual manera se agrego a todos los tubo 100 pL del
anticuerpo especifico para insulina. También ese mismo dia en otros tubos se

colocaron 200 y 100 pL de amortiguador de ensayo Unicamente y por duplicado
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para la determinacion de uniones inespecificas y cuentas totales respectivamente.

Todos los tubos se mezclaron con vortex y se incubaron por 24 h a 4 °C.

Dia 2: Se agreg6 a todos los tubos (excepto a los de cuentas totales)
después de la incubacion 1.0 mL del reactivo precipitante, se mezclé con vortex y
se incubaron por 20 min. a 4 °C. Todos los tubos (excepto los de cuentas totales)
fueron centrifugados a 3000xg por 20 min. a 4 °C. El sobrenadante obtenido
excepto el de los tubos correspondientes a las cuentas totales fue decantado
cuidadosamente para asi mantener Unicamente el precipitado resultante en el
tubo, el cual fue procesado en un contador de radiaciones y de Packard
Instruments Company, programado para tener un tiempo de conteo de un minuto
por cada muestra; asimismo, los datos fueron analizados automéaticamente por el
equipo para obtener la curva de calibracion y a partir de esta calcular la

concentracion de cada muestra en ng/mL.
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A.2.2.3. Curvade Calibracion de Insulina

El equipo determindé automaticamente una ecuacion que relaciona la
concentracion de insulina (x) y la radiactividad emitida del precipitado (y) en forma

de funcion logistica de cuatro parametros para la curva patron (Fig. A.2.).

12000
a—d
_ '_'_""'-.\‘ y= d+ oy
= 9000 - 1+ (E)
Q
=]
3]
T 6000 -
2 r= 0.9998
[&]
ol d
S Donde:
o _
e 3000 a=  10693.00
~ | b= 1.06
0 c= 1.10
d= 727.68
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00
Concentracion de Insulina (ng/mL en escalalog.)

Figura A.2 Curva de calibracion para la determinacién de insulina. La linea continua
corresponde a la funcién logistica mostrada. Los datos de los estandares son mostrados con un
punto. El eje de las abscisas se muestra en escala logaritmica.
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A. 3. Resultados Presentados en Congresos Nacionales e
Internacionales

A. 3.1. Dietary interventions to reverse effects of maternal (M)
obesity (MO) and high energy obesogenic diets (HEOD) have
very different outcomes according to the timing of the
intervention.

Presentado en “57" Annual Meeting of the Society for Gynecologic

Investigation”, el 26 de marzo de 2010 en Orlando Florida.

’ ,J? Session! Cﬁryél Parinatology (Friday, 3/26/2010, 10:00 AM - 12:00 PM)
,‘«'jﬁm\ Rapmuem’ ve Sciences Vol 17, Na. 3 (Suppiement), 'MardeB_‘IQ )
472 ‘ o .
D;etnrylntervenbons Tn Reverse Effects of Maternal (M} Obemy [4.510)]
" and High Energy Obesogenic Diets (HEOD) Have Very Différent Outcomies
According to the Timing of the Intervention. Peter W Nathanielsz,' Paola
Martinez,? Carlos [bapez,? Guadalupe L Rodriguez,“Elens. i Zafibanos Dept
OB/GYN, UTHSCSA, San Antonio, TX, USA; ZRepmJucttn Biolo,gy INNSZ,
Mexico, DF, Mexico.
Introduction. MO and HEOD prior to and during gestation have adverss
effects ‘on both M and fetus (F). There is currently much clinical interest in
the development of effective dietary interventions'to reverse these adverse
outcomes. We produced MO by feeding 2 HEOD. We hypothesized that
prepregnancy recuperation (PPR) on a normal diet for one month before
breeding results in differeat M and F outcomes to recuperation during
pregnancy (PR). ' )
Methods. After weaning (CTR, n=5) female Wistar rats were fed control rodent
diet 5001 (5% fat, 4.0 Kcal/g) and 15 received HEOD (25% fat, 4.9 Kcal/g)
One manth béfore bresding § HEOD rats were returned to CTR diet (PPR).
-Another 5 HEOD rats were returned to the CTR diet at conception (PR). 5
MO rats remained oa HEOD through pregnancy. Rats were euthanized at 19
- d gestation (d@), M liver weight serum leptin and insulin (RIA), placental and
F weight were measured, Data M + SEM. Analysis ANOVA.
Results. There were no differences in M body weight at conception or 19 dG
{Fig 1A). At 194G MO liver weight was lower vs all other groups (date not
shown). Maternal serum insulin was higher and not different between MO, PPR
and PR groups compared with CTR (Fig. 1B). Maternal leptin was recuperated
in PPR but aot PR (Fig. 1C). There were no differences between groups in
placental and F weight, but total placental and F weight per mother was also
recuperated in PPR (CTR: 23. 4*14I,MO 27.3 £ 1.9bc, PPR: 23. 9-.!:3.31b
'PR_'_"GSilSC,g(lKOOS}

£ B - <
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Figl. A) Maternal weight at conception (black bars) and 193G (white bars);
B) plesma insulin at 19d and C) plasma leptin at 19d. CTR, MO, PPR and RC
defined in text. M & SEM; n=5. Different letters, p < 0.05.

Conclusions. Dietary intervention one month prior to but not at conception
decreased adverse effects of MO and HEOD on total weight of products of
conception and M leptin but not insulin, Grant by SMNE (Mexica), NIH-
HD21350 USA).
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A. 3.2. Obesidad e Intervencién Nutricional Antes y Durante la
Gestacion y sus Efectos en el Metabolismo Materno.

Presentado en la “LIl Reunién Anual de la Asociacién de Médicos del
Instituto Nacional de Nutricibn Salvador Zubiran” el 15 de octubre de 2010 en

Acapulco, Guerrero.

52 ANIVERSARIO
AMININSZ

64 ANIVERSARIO

IININSZ

OCTUBRE 13— 16 1010
ACAPULCO. GRO.

OBESIDAD E INTERVENCION NUTRICIONAL ANTES Y DURANTE LA GESTACION Y SUS
EFECTOS EN EL METABOLISMO MATERNO

Ibafiez C*. Martinez PM, Rodriguez-Gonzalez GL, Zambrano E.
Departamento de Biologia de la Reproduccian, INCMNSZ.
INTRODUCCION. La fisiologia y metabolismo fetal y neonatal pueden ser alterados por cambios
durante periodos criticos del desarrollo, como la gestacion y la lactancia, lo cual puede generar un
fenotipo asociado al desarrollo de enfermedades en la vida adulta como la obesidad. Es por esto que
el estudio de las condiciones metabdlicas en la madre podria ayudar a conocer el origen de las
alteraciones en el metabolismo de la descendencia.
OBJETIVO. Evaluar algunas hormonas relacicnadas con el metabolismo de lipidos y carbohidratos
en ratas gestantes alimentadas con una dieta alta en grasa e intervenidas nutricionalmente
previamente y durante la prefiez.
METODOS. Se usaron ratas hembras Wistar que fueron alimentadas ad libitum desde los 21 dias
de edad (d), ya sea con dieta control (5% grasa y 4kcal/g) o alta en grasa (20% de grasa y 5 Kcalfg)
y apareadas a los 120 d con un macho de la misma cepa, determinandose el dia 0 de gestacién al
observar espermatozoides en frotis vaginal. Se formaron 4 grupos experimentales: control (C)
alimentadas con dieta control hasta el dia 19 de gestacion (dg), graso (G) con dieta alta en grasa
hasta el dia 19dg, grupo de recuperacién previa a la gestacion (RPG) con dieta alta en grasa hasta
los 90d y control hasta el dia 19 dg, grupo de recuperacion durante la gestacion (RG) con dieta alta
en grasa hasta el dia 0 dg y control hasta el dia 19 dg. Se tomaron muestras sanguineas con ayuno
previo de 6h al dia 19 dg para determinar en suero las concentraciones de insulina y leptina por
Radio Inmuno-Anaélisis. Se realizd el analisis estadistico por ANOVA de una via y prueba de Tukey.
RESULTADOS. El peso corporal entre los grupos, tanto al apareamiento como al 19 dg no mostré
diferencia significativa sin embargo al dia 19dg los grupos G, RPG y RG presentaron mayores
concentraciones de insulina respecto al C, para el caso de la leptina esta fue mas elevada para G asi
como para RG el cual es diferente a C y RPG.

A B

b Figura 1. A) Concentracicnes de
insuina a los 19dg y B)
concentraciones de leptina  a los
19dg. Media + EE. Datos que no
comparten la misma letra son
estadisticamente diferentes, p<0.05

20

B
b ] P
i
10
a
o8 .
> [ |

C G RPGRG ¢ G RPGRG
CONCLUSIONES. Una dieta alta en grasa previa a la gestacion genera una elevacion en la
concentracion de insulina que se observa hasta etapas finales de la prefiez, aun en los grupos con
intervencién dietética, no asi para la leptina cuyas concentraciones elevadas se revierten por la
intervencion previa a la gestacion. De esta manera la dieta materna alta en grasa podria repercutir
en el desarrollo de la cria pudiéndose corregir este efecto al menos parcialmente por la intervencion
nutricional.

ml)

Leptina (ng/mL)
EEEE
A

Insuling (ngi

Una copia del cartel presentado durante el evento se muestra en la siguiente
pagina
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A. 3.3. Efectos de la Intervencion Nutricional Previa y Durante la
Gestacion en la Obesidad Materna Sobre el Metabolismo de la

Rata
Presentado oralmente como parte de las actividades del “L Congreso
Internacional de la Sociedad Mexicana de Nutricion y Endocrinologia” el 4 de

diciembre de 2010 en Acapulco, Guerrero.

Revista de Endocrinologia y Nutricion (Suplemento) Noviembre 2010, Pag. 47

SOCIEDAD MEXICANA DE NUTRICION Y ENDOCRINOLOGIA
Antes de llenar la hoja, lea cuidadosamente los lineamientos
Entregarla antes del 31 de Agosto del 2010. NO HABRA PRORROGA

EFECTOS DE LA INTERVENCION NUTRICIONAL PREVIA Y DURANTE LA GESTACION EN LA OBESIDAD
MATERNA SOBRE EL METABOLISMO DE LA RATA

Ibafiez Carlos A'Martinez Samayoa Paola M*' Rodriguez Gonzalez Guadalupe L*' Reyes-Castro LA', P.W.
Nathanielsz*?, Zambrano Gonzalez E?. Departamento de Biologia de la Reproduccion, Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricién S. Zubiran, México. 2Center for Pregnancy and Newborn Research, University of
Texas Health Sciences Center San Antonio, TX.

Introduccion. La obesidad materna es un problema de salud ptblica cuya prevalencia en mujeres en edad
reproductiva ha incrementado dramaticamente. La obesidad materna y el consumo de dietas hipercaléricas antes
y durante la gestacién y la lactancia, programan la fisiologia de la descendencia aumentando el riesgo de
desarrollar alteraciones del metabolismo. Dicho efecto podria ser revertido con la intervencion nutricional materna
previa a la concepcion, sin embargo este tema continda siendo una pregunta de importancia clinica y fisiologica.
Obijetivo. Estudiar el efecto de la intervencién nutricional previa y durante la prefiez sobre el metabolismo de la
rata gestante con obesidad materna.

Material y métodos. Se utilizaron ratas hembra de la cepa Wistar para formar los siguientes grupos
experimentales: el grupo de ratas madre control (Grupo C) que recibié dieta control durante todo el estudio. Los
grupos donde se indujo obesidad, con una dieta grasa desde el destete hasta el apareamiento y durante la
gestacion y la lactancia (Grupo G). Otro grupo de ratas obesas recibid intervencion nutricional un mes previo al
embarazo (Grupo GC), cambiando a dieta control. Otro grupo obeso recibio dieta control al inicio de la gestacion
(Grupo GRg). Se registrd el peso corporal e ingesta de alimento, se determind la concentracion de glucosa,
colesterol, triglicéridos, asi como insulina y leptina

antes y durante la gestacion y la lactancia Al final de la lactancia se extrajeron y pesaron los diferentes tipos de
tejido adiposo. Los datos estan expresados como la Media + EE, se realizo el analisis estadistico por ANOVA de
una via.

Resultados. Antes del apareamiento el grupo G mostré mayor peso corporal (C= 249 + 6, G= 287 £ 9, GC= 265
+ 4 g) y mayor concentracion de leptina (C=5.1 £ 1.5, G=220+ 4.1, GC=9.4 + 2.0 ng/mL) con respecto a los
ofros grupos. Estas variables fueron parcialmente recuperadas en el grupo GC. No hubo diferencias en la
concentracion de glucosa, insulina, colesterol y triglicéridos entre los grupos. Durante la gestacion el grupo G
presentd mayor peso corporal en comparacién con los otros grupos, mientras que el grupo GC y GRg
mantuvieron un peso similar al grupo C. Al final de la lactancia no se observaron diferencias en peso, sin
embargo el grupo G mostré mayor concentracion de leptina y este parametro fue revertido en el grupo GC y GRg.
La grasa total se recuperd parcialmente en GC y GRg (Figura 1); sin embargo, la grasa retroperitoneal se
recupera en GRg parcialmente y en GC por completo (Tabla 1).

12
Tabla1. Diferentes tipos de tejido adiposo materno a los 21 dias de lactancia

=
g 10 b
g GRASA (=] G GC GRg
;:;l 8 Esternén 0.06+0.01a | 0.2+0.04b | 0.09+0.02a | 0.1+0.02ab
g & ab b Retroperitoneal 0.8+0.1a 2.8+0.6b 1.1+0.2a 1.2+0.4ab
; a a Pancreas 0.4+0.2a 0.8£0.2b 0.5+0.04a 0.4+£0.07a
-E 2 : Ovarica 0.7+0.1a 1.9+0.4b 0.8+0.1a 0.9+0.3ab
£ Uterina 1.0+0.2a 2.2+0.5b 0.9+0.08a 0.8+0.2ab

o Pp=0.05, dalos que no comparten la misma letra son estadisticamente diferente

c G GC GRg

Figura 1. Tejido adiposo materno total a
los 21dias de lactancia. p<0.05, datos que
no comparten la  misma letra son
estadisticamente diferentes

Conclusiones. La intervencion nutricional previa y durante la gestacion de la rata con obesidad influye en la
recuperacion de variables metabdlicas adversas que podrian alterar el ambiente intrauterino al que son
sometidas las crias. Sin embargo, la recuperacién es mayor cuando la intervencién se realiza previa a la
gestacion.
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