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RESUMEN

La obesidad materna programa negativamente la fisiologia de la descendencia. Se ha
demostrado con model os experimentales que |os descendientes de madres obesas presentan
alteraciones metabdlicas en la vida posnatal tales como dislipidemia, indice de resistencia a
la insulina incrementado y mayor acumulacion de grasa entre otras. Sin embargo, es
necesario establecer los cambios fisiopatol6gicos en la descendencia relacionados a la
obesidad materna y determinar si los efectos negativos de la programacion del desarrollo

pueden ser compensados por laintervencion con gercicio en los descendientes.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar en la descendencia de madres obesas, los
efectos de un esquema de gercicio voluntario en parametros bioguimicos, hormonales y
tisulares relacionados a metabolismo energético. Para €ello, € modelo experimental
empleado consistié de hembras Wistar (FO) alimentadas desde el destete ya sea con dieta
comercial para roedor (5% de grasa): grupo Control (C) o dieta alta en grasa (25% de
grasa): grupo de Obesidad Materna (OM). A los 120 dias (d) de edad, |as hembras FO de
ambos grupos fueron apareadas con machos no experimentales. Las crias (F1) resultantes
fueron destetadas alos 21 d de edad con dieta C. De los 50 alos 110 d de edad un macho y
una hembra F1 de cada camada fueron intervenidos con un esquema de gercicio que
consistio en 30 min de actividad/d 5 veces a la semana en rueda para roedor. La distancia

recorrida por sesion fue registrada.

Las F1 fueron asignadas dentro de 4 grupos experimentales de acuerdo a la dieta maternay
la intervencion con gercicio en las crias. 1) C, 2) OM, 3) C intervenidas con gjercicio
(C+E), 4) OM intervenidas con gjercicio (OM+E).

EnlasF1 alos 110 d de edad & peso corporal, la quimica sanguinea, las concentraciones en
suero de leptina e insuling, € indice de resistencia ala insulina 'y € indice de adiposidad
(peso del tgido adiposox100/ peso corporal) fueron determinados,; también, e area del
adipocito fue cuantificada en cortes histologicos del tgjido adiposo retroperitoneal. La
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distribucion de frecuencia del tamarfio del adipocito se model 6 matemati camente de acuerdo

alafuncién de distribucién gamma.

Durante € esquema de gjercicio, la distancia recorrida por sesion fue mayor en el OM+E

gue en e C+E tanto en machos como en hembras F1.

A los 110 d de edad, no hubo diferencias en € peso corpora de los grupos F1 tanto en
machos como en hembras. Pero en los machos F1 los triacilglicéridos, la leptina, € indice
deresistenciaalainsulinay € indice de adiposidad fueron mayores en e OM queen € C;
laintervencion con gjercicio mejord dichos pardmetros en OM+E a excepcidn del indice de
resistencia a la insulina. En € caso de las hembras F1 los triacilglicéridos y la leptina

fueron mayores en OM y OM+E comparados con C y C+E respectivamente.

La distribucién de frecuencia del tamafio del adipocito de los machos F1 mostré6 mayor
dispersion y simetria en OM en comparacién con C, también se observd menor dispersion
pero mayor simetria en los grupos intervenidos C+E y OM+E que en los grupos C y OM
respectivamente. En las hembras F1 se observo mayor simetriaen OM en comparacion con
el C con dispersion similar; € grupo C+E en comparacion con € C tuvo mayor simetria'y
menor dispersion, mientras que e OM+E en comparacion con OM tuvo menor simetria

pero dispersion similar.

En conclusion, el gercicio regular resulta benéfico en los descendientes de madres obesas,
al compensar parcia o totalmente algunos de los efectos fisiopatol 6gicos por la obesidad
materna asociados con € crecimiento del tejido adiposo encontrandose beneficios

especificos en machos y hembras.
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ABSTRACT

Maternal obesity negatively programs offspring physiology. It has been shown on
experimental models that the offspring of obese mothers have metabolic aterations on
postnatal life such as dydlipidemia, increased insulin resistance index and greater fat
accumulation among others. However, there is a need to establish the pathophysiological
changes in offspring related to maternal obesity and to determine whether developmental
negative programming outcomes can be counterbal anced by offspring exercise intervention.

The objective of the present work was to evaluate in the offspring of obese mothers, the
effects of a voluntary physical activity scheme on the biochemical, hormonal and tissular
parameters related to energy metabolism. To achieve this, the employed experimental
model consisted on fed female Wistar rats (FO) from weaning with whether commercial
rodent diet (5% fat): Control group (C) or high fat diet (25% fat): Maternal Obesity group
(OM). At 120 days (d) of age, FO femaes from both groups were mated with non-
experimental males. The resulting offspring (F1) were weaned at postnatal d 21 on C diet.
From 50 to 110 d of age one male and one female F1 from each litter were intervened with
an exercise scheme that consisted on 30 min activity/d 5 times a week on a rodent wheel.

The distance covered on each session was recorded.

F1 were assigned into 4 experimental groups according to materna diet and offspring
exercise intervention: 1) C; 2) OM; 3) C exercised intervened (C+E), 4) OM exercised
intervened (OM+E).

In F1 a 110 d of age body weight, blood chemistry, serum leptin and insulin
concentrations, insulin resistance index and adiposity index (adipose tissue
weightx100/body weight) were determined; adipocyte area was also quantified in
histological sections from retroperitoneal adipose tissue. The frequency distribution of

adipocyte size was mathematically modeled according to the gamma distribution function.
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During the exercise scheme, the distance covered by session was higher in OM+E as

compared to C+E in both male and female F1.

At 110 d of age, there were no differences in body weight among F1 groups in male and
female. But in male F1 triacylglycerides, leptin, insulin resistance and adiposity index were
higher in OM compared to C; exercise intervention recovered these parameters in OM+E
with the exception of insulin resistance index. In the case of female F1 triacylglycerides
and leptin, were higher in OM and OM+E compared to C and C+E respectively.

The frequency distribution of adipocyte size of male F1 showed greater dispersion and
symmetry in OM compared to C; and less dispersion but greater symmetry in the
intervened groups C+E and OM+E compared to C and OM respectively. In female F1 it
was noted greater symmetry on OM compared to C with similar dispersion; the C+E
compared to C had greater symmetry and less dispersion, while the OM+ E compared to
OM had less symmetry but similar dispersion.

In conclusion, regular exercise is beneficial in the offspring of obese mothers, to partially or

completely counterbalance some pathophysiological effects by maternal obesity associated
with adipose tissue growth with specific benefits in males and females.
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1. INTRODUCCION

La obesidad es € resultado del desequilibrio entre €l gasto y € aporte de energia, es decir,
de ingerir més calorias en la dieta que las utilizadas en las actividades fisioldgicas que
consumen energia. En efecto, e aumento en la proporcién de grasay la densidad energética
de la dieta junto con la disminucién en e nivel de actividad fisica 'y e incremento en €
nivel de comportamiento sedentario son los factores mas importantes que contribuyen a la
elevacion en € promedio del peso corporal de las poblaciones (Méndez-Sanchez and
Esquivel 2002).

Sin embargo, los conocimientos actuales sobre genética y biologia molecular permiten
plantear la etiopatogenia de la obesidad como un fendmeno complgo (Gonzéalez Jimenez
2013). En este sentido, la teoria de un aumento de laingesta mantenido en relacién un gasto
energético deficiente resulta una teoria excesivamente simplista, ya que la obesidad es un
trastorno muy heterogéneo en su origen, estando implicada una amplia diversidad de

factores, tanto genéticos como nutricionales.

1.1. Obesidad y regulacion del balance energético

En los mamiferos existe un conjunto complgjo de sefiales hormonales y neuronales que
tiene como finalidad mantener e equilibrio en laingesta y e gasto energético, de modo
que la cantidad tgjido adiposo se mantenga dentro de limites adecuados. En e sistema
nervioso central se regulan muchos de los mecanismos autbnomos complejos que
mantienen la constancia del medio interno, integrados en el hipotdlamo, donde € nicleo
arcuato recibe las sefides centrales y periféricas relacionadas a los almacenes energéticos
(Kennedy 1953). De igual forma, cada vez hay mas evidencia de una serie de mecanismos
sensores gue estan coordinados dentro del cerebro y conllevan cambios de comportamiento
en alimentacion, actividad fisica y metabolismo corpora de manera que permiten que las
reservas corporales se mantengan. Estos mecanismos estan presentes en el tejido adiposo,

cerebro e intestino, encargados de la deteccion de la llegada de nutrimentos de la dieta, asi
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como su distribucion, metabolismo y/o almacenamiento (Schwartz, Woods et a. 2000;
Schwartz 2006; Ishii, Muranaka et a. 2007).

El organismo puede afrontar un exceso de calorias en la dieta de tres maneras: i) convertir
el exceso caldrico en grasa y amacenarla en el tegido adiposo; ii) consumir e exceso
cadrico mediante gercicio adiciona y iii) desviar e consumo energético hacia la

produccién de calor.

1.1.1. Tgido adiposo

El tejido adiposo se encuentra distribuido en distintas localizaciones en el organismo. Estos
depdsitos se encuentran principalmente a escaa dérmica, subcutdnea, mediastinica,
mesentérica, perigonadal, perirrena y retoperitoneal. De acuerdo a las diferencias en su
morfologia, distribucion, expresién génica y funcion, se distinguen dos tipos: € tgido
adiposo pardo € cua posee actividad termogénica y € tegjido adiposo cuya principal

funcion es almacenar energia.

La unidad funcional del tgiido adiposo es e adipocito, se constituye dentro de un tipo de
células especializadas que se encuentran permanentemente en la etapa G-0 del ciclo celular.
Estos se originan de los pre adipocitos, que son células primitivas que se encuentran en la
periferiade los vasos y generalmente se encuentran en reposo (Moreno and Martinez 2002).
En € interior del adipocito las grasas se acumulan formando una gran gota central rodeada
por un notablemente delgado borde de citoplasma. En preparaciones tefiidas con
hematoxilinay eosina (HE), € tejido adiposo puede presentar un aspecto de alambre tgjido
(Cormack 2001), debido al espacio vacio antes lleno de grasas que queda dentro de cada
adipocito después de los lavados con diferentes alcoholes requeridos en la técnica; sin
embargo, la presencia de las grasas dmacenadas en los adipocitos se puede demostrar

facilmente en cortes congel ados mediante el uso de colorantes de grasas.

Cuando € balance energético es positivo, € tgido adiposo blanco seincrementa. El aspecto

morfolégico caracteristico de la obesidad es |a hipertrofia de los adipocitos seguido de la
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hiperplasia, con € consecuente aumento en la capacidad de almacenamiento de los lipidos.
De hecho, se ha propuesto que los adipocitos tienen un volumen méximo a cua ya no
pueden expandirse més. A este volumen maximo se le ha referido como “tamafio celular
critico” e cual es genéticamente determinado y especifico para cada depdsito (DiGirolamo,
Fine et al. 1998). Los adipocitos que alcanzan e tamafio celular critico pueden
desencadenar un incremento en el nimero celular (Faust, Johnson et al. 1978). El tgido
adiposo expresa numerosos factores que pueden estar implicados en la modulacién de la

adipogénesis como €l caso de laleptina

Los estudios in vitro indican que no se produce division celular en los adipocitos
completamente diferenciados que estan cargados con lipidos. No obstante, tales células
tienen una larga vida. Ademas € tegjido adiposo posnatal contiene adipocitos inmaduros y
precursores residuales de adipocitos de los cuales se forman células adicionales, por

gjemplo, como resultado de la estimulacion por estrogeno (Cormack 2001).

1.1.2. Leptina

Se puede decir que después de almacenar energia, la principa funcion del tejido adiposo es
controlar laingesta de energia y la distribucion de la misma a otros tejidos en los periodos
inter digestivos (Moreno and Martinez 2002; Cinti 2005). De hecho en 1953 se postul 6 la

teoria lipostatica donde se establecia la existencia de un mecanismo de retroalimentacion
gue inhibe e apetito e incrementa & consumo de energia cuando € peso corporal excede un
cierto valor (denominado punto de guste); la inhibicién es suprimida cuando e peso
desciende por debgjo de dicho punto (Kennedy 1953). Esta teoria predice que una sefid
procedente del tgjido adiposo influiria en los centros cerebrales que controlan el apetito y la
actividad metabdlica y motora. El primer factor de este tipo fue descubierto en 1994 y
corresponde a una proteina de 167 aminoacidos llamada leptina. Fue identificada
originalmente como €l producto del gen denominado OB (obeso) en ratones de laboratorio;
los ratones con dos copias defectuosas de este gen (genotipo ob/ob) muestran €
comportamiento y fisiologia de animales en situacion de ayuno permanente ya que

muestran un apetito ilimitado (Zhang, Proenca et al. 1994). La leptina transfiere el mensgje
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de que las reservas de grasa son suficientes y promueve la disminucion de la ingestion de
alimentos y e aumento del gasto energético, ademas estimula al sistema nervioso simpético
aumentando la presion sanguinea, la frecuencia cardiaca y la termogénesis mediante €
desacoplamiento del transporte electronico (Zhou, Shimabukuro et a. 1997; Friedman
2002). Independientemente, en ratones se encontré un segundo gen designado DB
(diabético) que tiene un papel en la regulacion del apetito. Los ratones con dos copias
defectuosas (db/db) son obesos y diabéticos. EI gen DB codifica € receptor de la leptinag,
cuando € receptor es defectuoso se pierde la funcidon sefiaizadora de la leptina. Este
receptor se expresa principamente en las neuronas del nicleo arcuato (Tartaglia, Dembski
et a. 1995). Posteriormente la sefid de la leptina se transduce y mediante activadores de la
transcripcion se estimula la expresion de genes especificos (Schwartz, Woods et al. 2000).

1.1.3. Insulina

La insulina y su sistema de sefidizacion estdn implicados en mecanismos centrales y
periféricos que gobiernan la ingesta, distribucion, metabolismo y almacenaje de nutrientes.
De tal forma que la deposicion de grasa requiere de insulina, ya que la ganancia de peso
corpora no puede ocurrir en presencia de deficiencia de insulina aun cuando se consuman
grandes cantidades de comida; la insulina actUa sobre sus receptores localizados en e
hipotdlamo para inhibir la ingesta y en & ndcleo arcuato para disminuir la ingesta
energética e incrementar la termogenesis (Schwartz, Woods et a. 2000). Ademas, por
mecanismos diferentes la insulina también indica a los tejidos muscular, hepatico y adiposo
gue aumenten la conversién de glucosa en acetil-coenzima A proporcionando € material de
partida para la sintesis de grasas (Schwartz, Woods et a. 2000; Porte, Baskin et al. 2005).
Se dice que los humanos y animal es obesos son resistentes a la insulina por que se requiere
mas insulina respecto a los controles sanos para mantener € nivel norma de glucosa,
siendo importante este hecho porque esta resistencia se correlaciona con la cantidad de
tegjido adiposo visceral (Benoit, Clegg et a. 2004).
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1.2. Obesidad materna

Debido a la alta prevalencia de la obesidad antes y durante el embarazo, existe interés
creciente en la influencia potencialmente negativa del estado hipernutricional materno
sobre la descendencia. La obesidad y la diabetes materna estan asociadas con
anormalidades en & metabolismo de lipidos y aminoacidos adicionamente al metabolismo

alterado de la glucosa.

1.2.1. Obesidad en € embarazo

En e contexto de la funcion reproductiva, € estado nutricio juega un papel muy
importante. Se sabe que una nutricion adecuada que incluya cantidades adecuadas de todas
las vitaminas, minerales y macronutrientes energéticos promovera concepciones exitosas.
En cuanto a feto en desarrollo, este depende solamente de la transferencia de sustratos de
la madre, ya que es € Unico medio de nutricion en e Utero (Mahan, Escott-Stump et al.
2012).

El crecimiento fetal demanda nutrientes y energia adicionales. Por otro lado |a ganancia de
peso corporal caracteristico, comprende varios componentes necesarios para €l crecimiento
fetal y mantenimiento de la madre, que incluye Grganos maternos (Utero, mamas y sangre),
las reservas de tgjido adiposo y productos de la concepcion. La mujer embarazada duplica
su volumen sanguineo, las gldndulas mamarias crecen rdpidamente en preparacion para
produccion de leche y las reservas de grasa materna se incrementan. Las reservas de grasa
comprenden del 30 % a 40 % del peso corpora materno (Kopp-Hoolihan, Van Loan et a.
1999). Sin embargo, mujeres con sobrepeso y obesidad tienen riesgo incrementado de
presentar complicaciones en € embarazo, incluyendo diabetes mellitus gestacional,
hipertension y preeclampsia (Baeten, Bukusi et al. 2001). Asimismo, existen riesgos fetales
asociados que incluyen nacimiento prematuro, macrosomia, e incluso muerte fetal .(Katsura,
Weada et a. 2013).
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1.2.2. Obesidad y lactancia

Después de la gestacion la provision de nutrimentos continlia a través de la lactancia, para
asegurar un adecuado desarrollo y crecimiento. Asi, desde el embarazo, ciertas hormonas
influyen significativamente en e crecimiento de los ductos y aveolos de la glandula

mamaria asegurando la produccion adecuada de leche.

Para la madre, la produccion de leche es un proceso nutricionalmente demandante con una
eficiencia del 80%, en el que se requieren 80 Kca para producir 100 mL de leche con un
valor de 75 Kcal. No obstante, las reservas energéticas acumuladas durante € embarazo,
proveen de 100 a 150 Kcal/dia para mantener los primeros meses de lactancia y cuando
estas reservas se han terminado, es necesario que se incremente la ingesta energética
materna para seguir manteniendo a infante con un nivel nutrimental adecuado, sin

embargo, en el caso de las madres obesas dicho incremento no es necesario.

Por otro lado, la dieta materna modula € tipo de grasa presente en la leche, al observarse el
incremento o disminucion de ciertos acidos grasos; en cambio, € contenido de colesterol en
la leche no es un reflgjo de su consumo en la dieta materna (Mahan, Escott-Stump et al.
2012). De esta forma la dieta materna durante la lactancia puede jugar un papel muy

importante en el desarrollo del lactante.

1.3. Origenes del desarrollo delasalud y laenfermedad (DOHaD)

La cantidad y calidad de la alimentacién in Utero del cigoto en desarrollo, posteriormente
de feto y del neonato, emerge como una explicacion para las enfermedades en la vida
adulta, de acuerdo al concepto de los origenes en € desarrollo de la salud y la enfermedad
(DOHaD) por sus siglas en inglés (Nijland, Ford et a. 2008). El DOHaD constituye un
campo multidisciplinario que examina como los factores ambientales durante la fases de
plasticidad del desarrollo interactian con las variaciones genotipicas para cambiar la
capacidad del organismo para enfrentarse con su ambiente en la vida adulta (Gluckman and

Hanson 2006; Solomons 2009).
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El enfogque de! DOHaD ha surgido como resultado de: @) estudios epidemiolbgicos que
demuestran la asociacion entre el ambiente a edades tempranas y € riesgo de enfermedades
alo largo de lavida, b) lainvestigacion en animales experimentales que demuestran que la
perturbacion en e desarrollo puede producir cambios fisiopatologicos y cambios
epigenéticos en los descendientes en la edad adulta y c) € trabajo tedrico que une los
enfoques del desarrollo, los evolucionistas y los de la historia de vida de un individuo
(Knobil and Neill 2006).

1.3.1. DOHaD y obesidad materna

M ltiples estudios epidemiol 6gicos han demostrado que la obesidad y la ganancia de peso
excesiva durante el embarazo estan asociados con infantes grandes para su edad gestacional
(Rode, Nilas et a. 2005), quienes ademéas del tamafio, se encuentran en riesgo
incrementado de padecer obesidad en la nifiez y adolescencia (Salsberry and Reagan 2007).

El mayor peso acanzado a nacimiento en estos descendientes indudablemente puede estar
asociado con un mayor indice de masa corpora en la edad adulta. El uso de modelos
experimentales con animales ha proporcionado una aproximacion suplementaria a los

estudios epidemiol dgicos.

Por otra parte la informacion obtenida de modelos animales ha sido muy informativa para
el entendimiento de las ventanas de exposicion, mecanismos y propiamente de los efectos
en los descendientes. Varios modelos obesogénicos, principalmente en roedores, muestran
un fenotipo relativamente comuin de desordenes metabdlicos en la descendencia. Sin
embargo la magnitud de los efectos difiere de acuerdo a periodo del reto nutricional y la
composicion de ladieta (Armitage, Lakasing et a. 2005).

Se ha demostrado con modelos experimentales, que la alimentaciéon con dietas con ata
densisdad de energética en lamadre, induce en las crias obesidad, resistenciaalainsulinay

a la leptina (Bayol, Simbi et a. 2005; Taylor and Poston 2007) ademas de esteatosis
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hepatica (Bruce, Cagampang et a. 2009). Incluso también ha sido evidenciado que una
sobrealimentacion materna leve induce adiposidad incrementada, intoleranciaala glucosay
reguladores del apetito aterados en la descendencia (Rgjia, Chen et a. 2010).

1.4. Ejercicio

El gasto energético total esta repartido en 3 componentes diferentes que pueden ser
determinados individualmente: 1) la tasa metabdlica basal, 2) € efecto térmico de la
comiday 3) laactividad fisica (Levine 2005).

La tasa metabdlica basal representa la energia minima requerida para e mantenimiento de
las funciones vitales, contribuye con 60-70% del gasto energético total para la mayoria de
los individuos sedentarios y con el 50% para aquellos fisicamente activos; éste componente
puede estar afectado por factores étnicos, € peso corporal, la edad, la actividad fisica,
diferentes niveles de hormonas tiroideas y sexuales e incluso factores ambientales como la

temperatura.

El efecto térmico de la comida es € componente del gasto energético relacionado a la
energia requerida para la digestion, absorcidon, uso y amacenamiento de nutrientes
posterior alaingesta aimentaria, representadel 5 al 15% del gasto energético total y varia
de acuerdo a tipo de macronutrientes (Tappy 1996). Por ultimo, € tercer componente del
gasto energético es la actividad fisica y representa al efecto térmico del cualquier
movimiento que exceda a la tasa metabolica basal. En individuos activos, la energia
reguerida para este componente puede corresponder a una 0 dos veces €l gasto energético
basal; mientras que en los individuos sedentarios solo representa menos de la mitad de la
tasa metabdlica basal (Y ates 2005).

Los combustibles que se utilizan en gercicios anaerébicos (por gemplo una carrera de
velocidad) son diferentes a los que se utilizan en gercicios aerébicos (como una carrera de
larga distancia). Inicialmente e ATP proporciona la energia directamente a la miosina (la

proteina responsable inmediata de convertir la energia quimica en movimiento), debido a
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que la cantidad de ATP disponible en el musculo es pequefia, 1a produccién de energia
depende € ritmo de produccion de ATP a partir de otros combustibles como la creatina
fosfato la cua puede transferir un grupo fosforilo a ADP para regenerar e ATP; no
obstante, la cantidad de creatina fosfato también es limitada. De hecho la creatina fosfato y
el ATP solo pueden proporcionar energia para la contraccion muscular intensa durante 5 o

6 segundos solamente.

La conversion de glucogéno muscular en lactato, durante la glicélisis anaerobia, puede
generar mucho més ATP que la transferencia de fosforilos de |la creatina pero 1o hace més
lentamente; no obstante, este ritmo no se podria mantener por mas de 130 segundos. Por |o
gue a medida que aumenta la distancia de una carrera, la respiracion aerdbica adquiere
importancia creciente. Asi la generacion de ATP a partir de acidos grasos es esencial en las
carreras de larga distancia. Los acidos grasos entran con facilidad en e musculo donde se

degradan a acetil-coenzima A y luego a CO, (Berg, Tymoczko et al. 2012).
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2.  ANTECEDENTES

En modelos con animales de experimentacion ha sido evidenciado que las crias
descendientes de madres con obesidad experimental muestran predisposicion a
enfermedades metabdlicas en la vida posnatal (Armitage 2005; Taylor 2007; Kirk 2009).

Recientemente en modelos experimentales con ratas, donde la obesidad materna es
inducida con aimentacion altamente paatable y alta en grasa o en azlcar, se ha
comprobado que sus descendientes son hiperfagicos, hipertensos e intolerantes ala glucosa
en la edad adulta (Samuelsson 2008), destacando un aumento en la cantidad de tejido
adiposo, la concentracion de leptina e insulina (Zambrano 2010). Asimismo, en primates no
humanos la alimentacion materna alta en grasa en la gestacion, produce que las crias
muestren rasgos de higado graso no acohdlico, los cuales permanecen incluso en la etapa
posnatal (Mc Curdy 2009), también se ha demostrado que la sobre-alimentacién materna en
la oveja gestante incrementa la adipogénesis y lipogénesis en |as crias antes del nacimiento
(Muhlhausler 2007). De esta forma, varios modelos animales parecen converger en un

fenotipo comun de la descendencia compatible con € sindrome metabdlico.

Debido a que pocos estudios han abordado la posibilidad de revertir o la prevenir €
fenotipo postnatal programado por la obesidad materna (Vickers and Sloboda 2012), dentro
de nuestro grupo de trabajo se han llevado a cabo trabagos experimentales con ratas de
laboratorio para elucidar 1os mecanismos por |os cuales un cambio en la dieta materna o

nivel de gercicio pueden actuar paramejorar el fenotipo materno y de la descendencia

De esta forma, se llevo a cabo un estudio de intervencion nutricional materna con ratas
Wistar hembra alimentadas desde el destete, a los 21 d de edad, ya sea con dieta control
(para e grupo Control) o con dieta alta en grasa (para €l grupo de Obesidad), y a partir de
los 90 d de edad, 1 mes previo a apareamiento, la mitad de las hembras del grupo de
Obesidad se aimentaron con dieta control (para formar a grupo de Intervencion

Nutricional); alos 120 d de edad, las hembras de todos los grupos experimentales fueron
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apareadas con machos no experimentales. Las crias resultantes fueron amamantadas por su
respectiva madre y a los 21 d de edad fueron destetadas para ser alimentadas con dieta
control; observandose alos 120 d de edad que los machos descendientes de madres obesas,
tuvieron concentraciones elevadas de glucosa e insulina'y mayor indice de resistencia a la
insulina (IRI) en comparacion con los descendientes Control; en cambio, en los
descendientes del grupo de Intervencion Nutricional la concentracién de glucosa se
recuper6 totalmente, mientras que en e IRI se observd una recuperacion parcial respecto a

los descendientes del grupo Control (Zambrano 2010).

Asimismo en nuestro laboratorio se llevd a cabo un estudio de intervencién materna con
gjercicio, donde ratas Wistar hembra, fueron aimentadas desde € destete, a los 21 d de
edad con dieta control (para € grupo control) o con dieta ata en grasa (para € grupo de
obesidad), y a partir de los 90 d de edad (1 mes previo a apareamiento) y hasta € final de
la gestacion, la mitad de las hembras de cada grupo experimental se intervino con un
esquema de gercicio voluntario en rueda para roedor dando lugar a grupo Control
Intervenido con Ejercicio y a grupo de Obesidad Materna Intervenido con Ejercicio. Con
este disefio experimental, en los descendientes macho del grupo de Obesidad alos 36 d, se
observoé incremento en las concentraciones de triacilglicéridos y leptina, ademés de mayor
acumulacién de grasa corporal, mientras que en los descendientes del grupo de Obesidad
Intervenido con Ejercicio se previno € incremento en la concentracion de leptina y se
previno parcialmente e incremento en la concentracion de triacilglicéridos (Vega, Reyes-
Castro et d. 2013).

Estos trabajos sugieren que e gercicio puede generar efectos benéficos en las madres
obesas y consecuentemente la disminucion de varios efectos adversos en la progenie en
respuesta a la sobrealimentacion materna; sin embargo los efectos del gjercicio realizado
por los descendientes de las madres obesas aln no se ha explorado dentro de este modelo
(Vickers and Sloboda 2012).
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3. JUSTIFICACION

Frecuentemente en los adultos €l indice de Masa Corporal (IMC), calculado mediante la
division del peso corporal en Kg entre e cuadrado de la estatura en m, se usa para
identificar el sobrepeso con IMC > 25 y la obesidad con IMC > 30 (Shah and Braverman
2012). México estainmerso en un proceso de transicion donde la poblacion experimenta un
aumento de IMC (sobrepeso y obesidad) que afecta a las zonas urbanas y rurales, a todas
las edades y a las diferentes regiones, incluyendo a mujeres en edad reproductiva. Asi, de
1988 a 2012 el sobrepeso en mujeres de 20 a 49 afnos de edad se increment6 de 25 a 35.3 %
y laobesidad de 9.5 a 35.2 %. Cabe destacar que estas prevalencias se encuentran dentro de
las més dtas del mundo (Gutiérrez, Rivera-Dommarco et a. 2012).

Figura 3.1. Distribucién del estado nutricio en mujeres de 20 a 49 afios de edad de 1988 a 2012 en
M éxico. Comparacion de la Prevalencia (%) correspondiente a cada categoria del estado nutricio basada en €l
IMC de las participantes en la Encuesta Nacional de Nutricién (ENN) 1988, ENN 1999, Encuesta Nacional de
Salud y Nutricién (ENSANUT) 2006 y ENSANUT 2012 (Gutiérrez, Rivera-Dommarco et a. 2012).

Tras la concepcion, las mujeres con obesidad se caracterizan por tener comprometida la
salud propiay la del producto (Castro 2002; Cunningham 2005). Por otra parte, es sabido
gue € fenotipo de un individuo no esta determinado Unicamente por €l genotipo, sino
también por € ambiente, en especial durante periodos criticos del desarrollo como la
gestacion y lalactancia. De estaforma, las alteraciones en el estado nutricional de la madre

pueden modificar lafisiologiay metabolismo de su descendencia (Wadhwa 2009).
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Se ha propuesto que los nifios expuestos a la obesidad materna durante e embarazo estan
en un riesgo elevado de presentar obesidad y diabetes mellitus tipo |1, incluso se ha
reportado una relacion directa entre e IMC materno con la adiposidad de la descendencia
(Laitinen, Power et al. 2001); de tal forma que los efectos de la sobre-nutricion in Utero
pueden ser vistos como un preocupante circulo vicioso (Dabelea and Crume 2011), por lo
gue es indispensable redoblar esfuerzos para disminuir estas prevalencias que estan
aumentando el riesgo de enfermedades cronicas no transmisibles, con grandes costos

directos e indirectos para €l pais (Gutiérrez, Rivera-Dommarco et a. 2012).

Aunque e abordgje epidemioldgico que asocia ateraciones fisiologicas en los
descendientes de madres obesas a edades tempranas ha resultado bastante informativo, aln
es necesario e estudio mas a fondo de las consecuencias en la edad adulta. De esta forma,
el abordaje experimental con model os animales cobra gran importancia, ya que éste permite
controlar mejor los factores genéticos y ambientales; asimismo, ofrecen la posibilidad de
probar medidas de intervencién que podrian adoptarse en la poblacion y sobre todo
contribuir a entender mejor cdmo se producen los cambios fisiopatol 6gicos en la progenie
en respuesta a la sobre-alimentacion materna. Ademas, es necesario entender como se
produce el establecimiento de la obesidad en la progenie en respuesta a la obesidad
materna; en la cual han resultado implicados numerosos factores, por ggemplo: algunos de
ellos parecen ser ateraciones en la regulacion de la conducta alimentaria que produce
hiperfagia, una regulacion inapropiada de apetito y saciedad gercida por las hormonas
leptina e insulina (Schwartz MW 2000).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Mediante & uso de modelos experimentales se ha observado en los descendientes de
madres obesas diversas dteraciones metabdlicas compatibles con la obesidad,
independientemente de la alimentacién en la vida posnatal. Si bien la obesidad es producto
del desequilibrio entre la ingesta y € gasto energético, resulta de suma importancia,
determinar si €l incremento en la actividad fisica en los descendientes de madres obesas,
serd capaz de compensar los efectos metabdlicos adversos en la progenie asociados a la

sobrealimentaci dn materna.
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5. HIPOTESIS

La aplicacion de un esguema de gjercicio regular en las crias descendientes de madres
obesas tendra una mejoria en € metabolismo energético mediante la reduccién de la
concentracion de glucosa, colesterol y triacilglicéridos y asi como de las hormonas leptina e
insulina y. El gercicio reducird la acumulacion excesiva de grasa resultando en la

disminucion del indice de adiposidad y en € tamafio promedio del adipocito.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Determinar € efecto del gercicio en las crias descendientes de madres obesas sobre
algunos parametros bioguimicos, hormonales y tisulares relacionados con € metabolismo

energético.

6.2. Objetivos particulares

e Generar obesidad experimental en ratas Wistar hembras FO con dieta alta en grasa y
prefiarlas con un macho FO control alos 120 d de edad.

e Determinar en las madres experimentales FO e peso corpora e ingesta de aimento
durante la gestacion y la lactancia.

e Enlasmadres FO, a final de lalactancia cuantificar en suero la concentracion de las
hormonas insulina y leptina asi como los parametros biogquimicos. glucosa,
colesterol y triacilglicéridos

e Tomar medidas morfométricas al nacimiento en las crias F1

e Enlascrias F1 alos 36 d cuantificar en suero los parametros bioquimicos. glucosa
colesterol y triacilglicéridos asi como la concentracion de las hormonas leptina e
insulina en suero.

e Implementar y evaluar un esquema de gercicio voluntario a partir de los 50 d hasta
los 110 d en las crias F1.

e Cdcular laingestade aimento alos 100 d alas crias F1.

e EnlascriasF1 alos 110 d cuantificar en suero los pardmetros bioguimicos glucosa,
colesterol y triacilglicéridos, asi como la concentracion de las hormonas leptina e
insulina.

e Cacular € indice de adiposidad delas criasalos 110 d F1.
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7. METODOLOGIA

7.1. Animales experimentales

Los animales que se utilizaron para este estudio fueron ratas de la especie Rattus
norvegicus de la cepa Wistar provenientes de la colonia mantenida en el Departamento de
Investigacion Experimental y Bioterio del Instituto Naciona de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiran. Cabe sefialar que todos los procedimientos fueron aprobados

por el Comité de Investigacion en Animales del mismo Instituto.

Tanto e aimento como & agua de bebida se administraron ad libitum y durante todo el
estudio todas las ratas permanecieron en el area concedida dentro de las instalaciones del
bioterio, 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.

Los animales fueron alojados en cajas estdndar de acrilico (adecuadas para ratas) con una
cama de aserrin de madera virgen (Northeastern Products) cambiada periddicamente. Se
colocaron 3 animales por cada cgja hasta antes del apareamiento, periodo a partir del cual

sblo se colocd a una hembra por caja
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7.2. Disefio experimental

7.2.1. Madres experimentales FO

Se utilizaron hembras FO de 21 d que fueron asignadas a Grupo Control (C) o a Grupo de
Obesidad Materna (OM) de acuerdo a su patron de alimentacion, ya sea con dieta control o
dieta alta en grasa, aplicado a partir del destete, durante € crecimiento, la gestacion y hasta

el fina delalactancia (ver detalles adelante), se emplearon 8 hembras por grupo materno.

De las hembras experimentales FO, se registro el peso corporal alo largo del crecimiento,
durante la gestacion y la lactancia; asimismo, se cuantifico la concentracion de glucosa,
colesteral, triacilglicéridos, leptina, insulina e indice de resistencia alainsulina (IRI) antes
de aparear (120 d) y d final delalactancia(Fig. 7.1).

A fin de que se pudieran aparear, las hembras experimentales de 120 d, fueron alojadas por
un periodo no mayor a tres dias con un macho control de la misma cepa (alimentado con
dieta control antes del apareamiento). El inicio de la prefiez se determind por medio de
frotis vaginal, considerando como resultado positivo la presencia de espermatozoides en los
campos observados al microscopio. Las crias F1 resultantes permanecieron en la misma

cajague su madre desde el nacimiento hastalos 21 d, afin de ser amamantadas.



Grupo
MADRES F0 Experimental
Materno

21 120
Edad materna (dias)

Figura 7.1. Linea del tiempo del tratamiento experimental materno. Se esquematiza la alimentacion
materna desde el destete hasta el fin del periodo de lactancia.

7.2.2. Dietas experimentales
La dieta control consistio en alimento comercial Chow (Purina 5001) cuyo contenido

energético fue de 4 Kcal/g y la dieta alta en grasa fue preparada en e laboratorio, con
manteca de cerdo al 20%;p,) y un contenido energetico de 5 Keal/g (Tabla7.1y 7.2).
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Tabla 7.1. Composicion nutricional delasdietas.

(% @)
. Dieta Dieta
Nutriente Control Altaen
Grasa
Proteina 22.0 23.4
Grasa Vegetal 5.0 5.0
Grasa Animal 0 20.0
Polisacaridos 31.0 20.59
AzUcares ssimples 31.0 20.59
Fibra dietética 4.0 4.42
Minerales 6.0 50
Vitaminas 1.0 1.0

Contenido Energético 4 Kcal /g 5Kcal/g
Datos obtenidos del andlisis garantizado por € fabricante de la
dieta control y calculados a partir de la formulacion de la dieta
ataen grasa

Tabla 7.2. Formulacién dela dieta alta en grasa

Componente Concentracién
(9/100g de Dieta)

Caseina 11.5
Caseinato de Calcio 11.5
Diclorhidrato de L-Cistina 0.3
Mezclade Minerales AIN-76 5
Mezclade Vitaminas AIN-93 VX 1
Clorhidrato de Colina 0.17
o-Celulosa 5
Almidén de maiz 20.4
Glucosa Anhidra 20.4
Aceite de Soya 5

M anteca de cerdo 20

7.2.3. Criass F1
Al dia del nacimiento de las crias F1 provenientes de los grupos C y OM, se midi6 €l peso
corpora y se tomaron diversas medidas morfométricas, por medio de un calibrador vernier

(Scala) las cuales consistieron en:
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e Talla longitud medida desde la punta de la nariz hasta la base de la cola
e Diametro cefdlico: longitud medida en lacabezaalaaturadelas orgjas
e Di&metro abdominal: longitud medida ala altura de la base de las costillas

e Distanciaano-genital: longitud medidaentre el anoy e poro genital

También se calcul6 € cociente de la distancia cefdlica entre la distancia abdominal

(Relacion Cefdlica-Abdominal) de cada una de las crias correspondientes a cada camada.

Todas las crias F1, desde € nacimiento hasta los 21 d, permanecieron con su respectiva
madre FO; no obstante, alos 2 d las camadas fueron gjustadas a 10 crias/madre, (en nuestro
caso todas las madres parieron més de 10 crias por lo que el niUmero excedente se eutanizd
procurando dejar tanto como fuera posible € mismo nimero de machos que de hembras). A
partir de los 21 d todas las crias F1 de todos los grupos se alimentaron con dieta control
hasta el final del experimento. De los 50 alos 110 d a un macho y a una hembra F1 de cada
camada se les aplico un esquema de gercicio voluntario (ver detalles adelante). El resto de

los descendientes se conservo sin intervencion alguna.

Las crias F1 se asignaron dentro de los siguientes 4 grupos experimental es (n=8/grupo):

e Crias F1 descendientes de madres C (C)
e CriasF1 descendientes de madres C e intervenidas con gercicio (C+E)
e CriasF1 descendientes de madres OM (OM)

e CriasF1 de madres OM eintervenidas con gjercicio (OM+E)

Es importante sefidar que los animales F1 asignados dentro de un mismo grupo
experimental provenian de diferente camada y fueron seleccionados a azar. De tal manera
que cada rata del grupo C tenia un hermano en C+E y cada rata del grupo OM tenia un

hermano en OM+E.

A los 36 y 110 d se determinG la quimica sanguinea (determinacion sérica de glucosa

colesterol y triacilglicéridos), asi como las hormonas insulina y leptina. A los 50 d se
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determind e peso corporal y durante e esquema de gercicio se registrd la actividad
realizada en cada sesion. Hacia € fina del esquema de gercicio (de los 100-110 d) se
determiné la ingesta de aimento y finamente a los 110 d se determind e indice de
adiposidad y la medicion del tamarfio de los adipocitos en |os cortes histol6gicos de tegjido
adiposo retroperitoneal (Fig. 7.2).

Grupo

CRIAS F1 experimental
crias

21 36 40 50 110

Edad de la progenie (dias)

Figura 7.2. Linea del tiempo del tratamiento experimental de las crias. Se esquematiza la alimentacion
con dieta control de todos los gruposy € periodo de intervencion con gjercicio.

7.2.4. Ejercicio en rueda para roedor

La rueda para roedor empleada consistio en 2 circunferencias paralelas de metal de 30 cm
de diametro unidas por peldafios de 10 cm de largo, soportadas por una barra diametral
colocada de cada lado la cua fue ensamblada a un gje metdlico que permitia € libre giro.
En cada extremo de la barra diametral fue colocado un iman a fin de que pudieran

registrarse el movimiento por e sensor magnético de un odometro.

El odometro registrd6 media revolucién por cada 2 sefidles magnéticas sensadas. Asi cada

revolucion fue contabilizada como 1.885 m recorridos de acuerdo a la circunferencia de la
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rueda [x(0.3m)]. El dispositivo experimental se situd a una altura >30 cm respecto al piso

(Fig. 7.3).
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Figura 7.3. Rueda para roedor. Esquema del dispositivo experimental empleado para € esquema de
gjercicio con los imanes en la barra diametral y el sensor magnético del odémetro fijado al soporte para
evaluar el gercicio realizado.

Previo a la aplicacion del esquema de gercicio a partir de los 40 d de edad de las crias
experimental es, todos los grupos de crias tanto hembras como machos, se mantuvieron con
un ciclo de luz/obscuridad invertido (luces apagadas 7:00-19:00 h) con la finalidad de
adaptar alos animales. Asimismo, de los 40-50 d a manera de periodo de “adaptacion ala
rueda de gjercicio”, se llevaron a cabo cada tercer dia sesiones de “capacitacion” con cada
una de las hembras y los machos destinados a redlizar € esquema de gercicio. Dichas
sesiones consistieron en intervalos no mayores a 10 min en los cuaes los animales

experimentales fueron colocados en las ruedas de gercicio. En cada sesion se procurd
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lograr que los animales giraran la rueda llamando su atencion cuando fuera requerido ya sea
con el movimiento de dedos o alguin objeto (tal como se muestraen laFig. 7.4), o bien con
un ligero impulso manual a la rueda no mayor a un cuarto de vuelta, a fin de que la rata
continuara girando a la rueda por ella misma por un lapso corto. De tal forma que a
momento de aplicar & esquema de gjercicio todos |os animales estuvieran aptos para hacer

girar larueda por si mismos.

Figura 7.4. Adaptacion a larueda de g er cicio. Rata en capacitacion en larueda para roedor en fase de
obscuridad.

Una vez concluido el periodo de adaptacion se aplicd € esquema de gercicio planteado a
partir de los 50 d y hasta los 110 d, donde a cada cria se le permitié “correr” en € interior
de la rueda en una sesion de 2 lapsos de 15 min de actividad, con un lapso de 15 min de
descanso entre ellos, arazén de 5 sesiones por semana a ritmo voluntario, pues a diferencia
de otros esquemas de gjercicio € aplicado en € presente estudio no implicod estimulos
aplicados por e dispositivo experimenta ni por el experimentador para mantener a la rata

en actividad (por € emplo descargas €l éctricas).

7.3. Evaluacion del peso corpora e ingesta

Las pesadas se redizaron en una balanza analitica (Adam. PGW 1502¢), usandola en la
funcién de pesgje de animales para € caso del peso corporal. La determinacion del peso
corpora se realiz6 en los periodos establecidos por € disefio experimental tanto en las

madres como en las crias.
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En las crias la determinacion de ingesta de alimento promedio se llevo a cabo colocando 3
animales del mismo grupo en una misma cgja 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 fuerainferior a50 g.

El calculo de la ingesta de alimento promedio por dia se realiz6 de acuerdo a la Ec.7.1
reportandose como (g /d).

Ecuacién 7.1. Ingesta de alimento por dia

Ai - Af(9)

Ingesta de alimento promedio = -

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 determinacién)
n =animales en la caja durante la determinacién

Para cada rata se calcul6 laingesta relativa al peso corporal (Ec.6.2.), en donde la ingesta
de alimento promedio por dia correspondiente a cada rata (Ec.7.1) se gjusto a cada 100 g
del peso corporal, reportandose como (g /d/100 g de peso corporal).

Ecuacién 7.2. Ingestarelativa

) ) Ingesta de alimento promedio
Ingesta de alimento relativa = x 100
Peso corporal(g)

7.4. Eutanasiay diseccion de los animales experimental es

De acuerdo al disefio experimental tanto las madres como las crias a la edad
correspondiente fueron decapitadas en una guillotina para roedor (Thomas Scientific), con
ayuno previo de 6 horas (06:00-12:00 h sdlo con acceso a agua). Al momento de la
decapitacion se recolectd una muestra sanguinea (de aproximadamente 5 mL) de la region
cervical en un tubo de ensayo de borosilicato en donde inmediatamente se centrifugd a
1300xg por 15 min a4° C en una centrifuga refrigerada (Sorvall RT7), a fin de extraer €

suero que fue almacenado en tubos de prolipropileno a —20°C, permaneciendo asi por
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algunos dias hasta la determinacion de la quimica sanguinea y la concentracion de leptina e

insulina.

Inmediatamente después de la recoleccion de sangre, se disecO cada animal, segun el sexo
(ver tabla 7.3) se extrgjo e tgiido adiposo de diferente localizacion y todos ellos fueron
pesados individualmente en una balanza analitica (Sartorius BP 310S).

Tabla 7.3. Localizacion del tejido adiposo extraido en las crias de
110 d. Seindican cuales se extrajeron solo en hembras o0 solo machos.

Extraido en
Localizacion del tejido adiposo Machos  Hembras
Retroperitoneal v v
Pancredtico v v
Esternén v v
Epididimo v
Ovérico v
Uterino v

Con los datos registrados de la cantidad de tejido adiposo extraido se determind € indice de
adiposidad (IA) (Ec.7.3).

Ecuacion 7.3. indice de adiposidad

2 Peso Total del Tejido Adiposo Extraido (g) 100
= X
Peso Corporal (g)

Con éste pardametro calculado se puede hacer una mejor estimacion del desarrollo del
fenotipo obeso en los animales experimentales, debido a que este pardmetro esta
estrechamente relacionado con e contenido de tgiido adiposo en € cuerpo (Taylor and
Phillips 1996; Kumar, Sunvold et a. 1999).

7.4.1. Histologiadel tejido adiposo

Inmediatamente después de la determinacion del peso del tejido adiposo retroperitoneal, se
secciond una porcion de aproximadamente 300 mg y se fijo con 8 mL de solucion a 10%
(p/v) de paraformaldehido en PBS 0.05 mM por 24 horas a 4° C, transcurrido el tiempo, €
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tgjido fijado se lavo tres veces y se almacend a4° C con PBS a0.05 mM hasta el momento
de su procesamiento. Cada porcion de tgido fijado, se sometid a proceso automatico de
deshidratacion mediante lavados sucesivos con soluciones alcohdlicas de concentracion
creciente seguida de su preparacion con xilol, en un procesador de tejidos histokinette
(Sakura Tissue-Tek 11 46406) para su posterior inclusion en parafina fundida (M cCormick
Scientific, Standard Paraplast) a 56-58 ° C.

Después de obtener e tegjido en un bloque sdlido, este se seccioné con un micrétomo
(American Optical 820), en rebanadas finas de 5 um de espesor que fueron adheridas a
portaobjetos tratados previamente con poli-L-lisna. Los cortes montados en los
portaobjetos fueron desparafinados y rehidratados para su posterior tincion con HE
mediante la técnica estandar (Fischer, Jacobson et a. 2008).

Los cortes histol6gicos tefiidos fueron observados al microscopio (Olympus BX51) con €
objetivo de 10X y se tomaron micrografias digitales en formato JPEG con una camara
(Olympus DP-72) adaptada al equipo, afadiendo autométicamente una barra escaladora en
laimagen digital, correspondiente a 50 um para calibracion, mediante un software disefiado
para la obtencion de imagenes digitales (Olympus DP2-BSW). Posteriormente una
micrografia digital correspondiente a cada rata experimental fue analizada mediante un
software de procesamiento de imagenes (Carl Zeiss AxioVision LE), seleccionando
manualmente la region delimitada por los bordes de cada adipocito entero en la imagen

cuyas éreas se cuantificaron automéaticamente en pm-.

7.5. Quimica Sanguinea

Las muestras séricas conservadas a —20° C, fueron descongeladas a temperatura ambiente

durante 15 min previos a inicio del andlisis.

La medicién de la concentracion sanguinea de glucosa, colesterol total y triacilgliceroles,

asi como sus muestras de control de calidad correspondientes, fueron realizadas con un

sistema automatizado (Beckman-Coulter, Synchron CX 5 Delta). Este equipo empleado
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utiliza un multicalibrador (Beckman-Coulter, Multi Synchron CX) y sus reactivos
correspondientes disefiados para dicho sistema. Las determinaciones se [levaron a cabo con
reactivos diseflados especialmente para este sistema y los parametros antes mencionados
fueron programados en €l equipo, € cual realiza e anaisis espectrofotométrico a partir de

ensayos enzimaticos que se describen a continuacion.

7.5.1. Glucosa

La concentracion de glucosa se determinG por un método de punto final a tiempo fijo
utilizando € reactivo comercia para determinacion de glucosa (Synchron GLU 467825),
compuesto por: ATP 3.8 mM, NAD" 2.7 mM, hexocinasa 2.0 KUI/L, glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa 3.0 KUI/L, ademas de otras substancias no reactivas necesarias para €
funcionamiento optimo del sistema. El sistema dispensa en forma automatica los
volumenes de muestra y reactivo. La proporcién es 1 parte de muestra a 100 partes de

reactivo.

En las reacciones dadas durante la corrida, 1a hexocinasa cataliza la transferencia de un
grupo fosfato a partir del ATP ala glucosa formandose ADP y glucosa-6-fosfato. Luego la
glucosa-6-fosfato se oxida a 6-fosfogluconolactona con la reduccion concomitante de
NAD"* aNADH por laaccion catalitica de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

El sistema monitoriza el cambio de absorbancia a A=340 nm. El cambio de absorbancia es
directamente proporciona a la concentracion de glucosa en la muestra y es usado por €

sistema paracalcularlay expresarlaen mg/dL.

7.5.2. Colesterol

Se utilizd un método de punto final a tiempo fijo empleando € reactivo comercial para
determinacion de colesterol (Synchron CHOL 467825) el cual se compone de 4-AAP 0.28
mM, fenol 8.06 mM, colesterol esterasa 211 UI/L, colesterol oxidasa 216 Ul/L, peroxidasa
6667 Ul/L, ademas de otras substancias no reactivas necesarias para € funcionamiento
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optimo del sistema. En e sistema automatizado dispensa los volumenes apropiados de
muestra y reactivo en una cubeta, en proporciéon de 1 parte de muestra a 100 partes de

reactivo.

En las reacciones efectuadas en e equipo, la colesterol esterasa hidroliza los ésteres de
colesterol a colesterol librey acidos grasos, € colesterol libre es oxidado a colestén-3-onay
peréxido de hidrogeno por medio de la colesterol oxidasa, |a peroxidasa catalizala reaccién
del peréxido de hidrogeno con 4-AAP y fenol produciendo quinoneimina, un producto de

color.

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.

7.5.3. Triacilglicéridos

Para esta determinacion se utilizO un reactivo comercial para determinacion de
triacilglicéridos (Synchron GPO 445850), mediante un método de punto fina atiempo fijo
donde € sistema dispensa autométicamente los volumenes en proporcion de 1 parte de
muestra por cada 100 partes de reactivo. Este se compone de: lipasa 68 U/L, ATP 2.56 mM,
glicerol cinasa 4 KUI/L, glicerofosfato oxidasa 1.1 KUI/L, 4-AAP 0.71 mM, é&cido 3,5-
dicloro-2-hidroxibenzeno sulfénico (DHBS) 1.56 mM, peréxidasa de rdbano 9 KUI/L,
ademés de otras substancias no reactivas necesarias para € funcionamiento éptimo del

sistema.

Por la adicion dd reactivo los triacilgliceridos de la muestra son hidrolizados a glicerol y
&cidos grasos libres por medio de la lipasa ddndose asi una secuencia de tres pasos
enziméticos donde € glicerol es transformado por la glicerol cinasa en glicerol-3-fosfato, y
este por accion de la glicerolfosfato oxidasa se transforma en dihidroxiacetona y H,O,, de

esta forma la peroxidasa de rdbano causa el acoplamiento oxidante a partir del peréxido de
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hidrégeno generado junto con e DHBS y la 4-AAP para formar un colorante rojo de

quinoneimina.

7.6. Determinacion de hormonas

Tanto la concentracion de insulina como la de leptina se determind por radioinmunoandlisis
(RIA). En dicha técnica, una concentracion establecida de antigeno marcado
radiactivamente es mezclada con una concentraci 6n desconocida de antigeno de la muestra
(analito) e incubada con una dilucion constante de antisuero de tal forma que la
concentracion de sitios de unién al antigeno en los anticuerpos sea limitada, (por g emplo,

cuando solo el 50% del antigeno puede ser unido al anticuerpo).

En este tipo de sistemas debe existir competencia entre los antigenos marcados y no
marcados (provenientes de la muestra), por e niumero limitado y constante de los sitios de
union disponibles en e antisuero. Asi, la cantidad de antigeno marcado unido a anticuerpo
disminuye a medida que la concentracion de antigeno no marcado aumenta. Esto puede ser
medido después de separar el compleo antigeno-anticuerpo formado del antigeno marcado
libre (por ejemplo mediante inmunoprecipitacién), midiendo la radiactividad ya sea de una
u otra fraccion o bien de ambas, pudiéndose establecer una curva patrén 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,
Nelson et a. 2008).

Las muestras de suero conservadas a —20° C, fueron descongeladas a temperatura ambiente
durante 15 min antes de poner una cantidad de 100 pL de muestra en tubos de boro-silicato

para centelleo segun el protocolo de la determinacion con el estuche correspondiente.
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7.6.1. Leptina

Se utiliz6 un estuche de RIA para leptina de rata (LINCO RL-83K), e cua utiliza leptina
de rata marcada con el isétopo radiactivo *°l y un antisuero especifico para leptina de rata

con una sensibilidad de 0.5 ng/mL.
7.6.2. Insulina

Asimismo, se utilizé un estuche de RIA parainsulina de rata (LINCO RI-13K), en € cual
se emplea insulina de rata marcada con e isdtopo radiactivo 2l y un antisuero especifico
para leptina de rata con una sensibilidad de 0.1 ng/mL. Cabe sefialar que cada estuche
contiene sus propios estandares de leptina e insulina con los cuales se elaborod la curva
patron. Para ambas determinaciones, se us6 un contador de radiaciones y (Packard

Instruments).
7.6.3. indice deresistenciaalainsulina

El indice deresistenciaalainsulina (IRI) se determind de acuerdo la Ec. 7.4, utilizando los
factores de conversion 1/18 y 25 para adecuar la concentracion de glucosa obtenida en
mg/dL y de insulina en ng/mL a modelo de analisis homeostatico (HOMA por sus siglas
en inglés), en donde el producto de la glucosaen mM y lainsulinaen mUI/L es divido por
22.5 (Matthews, Hosker et a. 1985).

Ecuacion 7.4. indice deresistencia alainsulina

(Glucosalémg/dL)) X (Insulina (ng/mL)) X 25

22.5

IRI =
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7.7. Andlisis estadistico

El andlisis de los parametros maternos, asi como de los diferentes parametros
correspondientes a las crias hasta los 50 d consistio en la comparacién de los efectos de la
alimentacion materna, empleandose la prueba t-Sudent a fin de comparar los grupos

experimentales C y OM.

En e caso del esgquema de gercicio se tomd en cuenta la distancia recorrida promedio por
sesion. Primero se analizé todo € esquema, de los 50 a los 110 d, comparandolos grupos
C+E vs OM+E por t-Sudent. Posteriormente, con la finalidad de identificar posibles
diferencias en € gercicio durante e transcurso del esquema de gercicio, éste se dividio en
dos periodos, € primero incluyo los datos obtenidos de los 50 alos 80 d y €l segundo los
obtenidos de los 81-110 d, en este caso se llevd acabo Andlisis de Varianza (ANOVA por
sus abreviacion en inglés) de dos vias considerando al grupo experimental y periodo de

gjercicio como los factores correspondientes.

Con € fin de andlizar los diversos pardmetros de los descendientes (correspondientes a los
cuatro grupos experimentales) después delos 110 d, sellevé acabo e ANOVA de dos vias,
en donde la aimentacion materna y €l esquema de gercicio fueron considerados como

factores correspondientes a andlisis.

Los datos se expresan como la media aritmética + € error estdndar de la media (EE). Se
empled la prueba de comparacion multiple de Tukey en el ANOVA. En todos los casos, se

considerd diferencia significativa con P<0.05.

Con lafinalidad de tener una vision genera de la distribucién del tamafio de los adipocitos de las
crias, se construy6 un histograma de frecuencias relativas para cada grupo utilizando en conjunto
todos los datos de &ea obtenidos. Los datos se agruparon desde el origen en categorias
correspondientes a intervalos de 500 um? en el caso de los machos y de 200 pm? en e caso
de las hembras. El ancho de categoriaw (Ec. 7.5) se definidé por aproximacion a multiplos
de 100 € cociente del recorrido estadistico del area del adipocito del grupo C (Valor
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maximo-Valor minimo) entre el nimero de clases determinado en funcion del nimero datos

empleados (n) de acuerdo laregla de Sturges (1+10og, n) (Sturges 1926).

Ecuacién 7.5. Ancho de categoria

Valor Maximo — Valor Minimo

W 1+log,n

En & caso dd tamarfio del adipocito, los datos no se pudieron modelar con la distribucién
normal. Debido a que los adipocitos adoptan una configuracion poliédrica cuando estan
agrupados en €l tgjido adiposo, a momento de ser analizados en dos dimensiones tienen un
aspecto reticular caracteristico en e que se observan celdas delimitadas por poligonos
correspondientes a cada célula. El aspecto reticular de los cortes del tejido adiposo sugiere
diagrama de Poisson-Voronoi; el cua es un caso particular de ladivision del espacio en dos
dimensiones, donde dado un nimero de centros distribuidos al azar, €l plano es dividido de
acuerdo a sus areas de influencia y asi cada celda contiene todos los puntos més cercanos a
su centro de origen (Tanemura 2003).

L os diagramas de Poisson-V oronoi son especia mente importantes para modelar y describir
una amplia variedad de fendmenos naturales y sociales. Se ha propuesto que ladistribucién
de tamafio de las celdas de Poisson-Voronoi se gjusta a la funcion de densidad de
probabilidad gamma (Ferenc and Néda 2007). De esta manera se puede modear la
frecuencia relativa del &rea del adipocito como funcion del érea del adipocito mediante la

distribucién gamma.
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La FDP gamma (Ec.7.6) consta de un parametro de forma (a), relacionado directamente
con la asimetria en la agrupacion de los datos y otro parametro de escala inverso (b),
relacionado inversamente con la dispersion de la distribucion (ver detalles adel ante)(Panik
2005).

Ecuacién 7.6. Funcion de densidad de probabilidad gamma

a

I'(a)

xa—le—bx

f(x) =

Donde:
f(x) = Frecuencia Relativa
x = Area del adipocito
a = Parametro de forma
b = Parametro de escala inverso
I'(a) =Funcién gamma

e =2.71828 . . .= Basedeloslogaritmos naturales

Los pardmetros de forma (@) y de escala inverso (b) se obtuvieron estimadores por €l
método de los momentos (Ecs. 7.7 y 7.8) (Panik 2005), los cuales permiten utilizar el

total delos datos del area de |os adipocitos obtenidos en cada grupo.

Ecuacién 7.7. Estimador del parametro de forma

nx>?

a T ara——
1 (x; — x)?

Ecuacién 7.8. Estimador del parametro de escala inverso

b= nx
- =1(x; — x)?
Donde:
n = NUmero de adipocitos medidos
x = Area promedio del adipocito
x; = Area dél i-ésimo adipocito
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Lafuncién gamma (Ec. 7.9) aparece en el denominador de la FDP gamma (Ec.7.6) y esuna
integral definida

Ecuacién 7.9. Funcion gamma

I'(a) =f t* le~tdt
0

Donde:
t = Variablereal

e =2.71828 . . . =Basedeloslogaritmos naturales

Con los parametros estimados se construy6 la funcion de densidad de probabilidad para

cada grupo y se realizo la prueba de bondad de ajuste por ¥ a histograma correspondiente.

Asimismo, € parametro de forma se utilizd para determinar la asimetria (S) (Ec.7.10) y
curtosis (K) (Ec.7.11) y los parametros a y b para determinar la moda (Ec. 7.12) afin de

poder analizar mejor la distribucion en cada grupo (Mendenhall, Wackerly et al. 1990;
Panik 2005).

Ecuacion 7.10. Asimetria dela distribucion gamma

Ecuacion 7.11. Exceso de curtosis dela distribucion gamma

Qo

Ecuacién 7.12. M oda de la distribucién gamma

(a—-1)
b

Moda =
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8. RESULTADOS

8.1. Madres experimentales FO

8.1.1. Crecimiento materno FO

8.1.1.1. Crecimiento materno FO antes de aparear

El peso de las madres experimental es fue registrado semanalmente, previo a apareamiento
y se detectd que € grupo OM tuvo una mayor ganancia de peso respecto a C a partir de los
90 d hasta el diadel inicio del periodo de apareamiento (Fig 8.1).

Edad de las hembras antes del apareamiento (d)

Figura 8.1. Curva de crecimiento materno FO antes de aparear. Peso corpora materno medido
semanamente de los 21 alos 120 d. Hembras Control (C) Hembras del grupo de Obesidad Materna (OM).
Media+ EE, n=8, * vs C (P<0.05).
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8.1.1.2. Parametros bioquimicos y hormonales maternos FO a apareamiento

A los 120 d (antes del apareamiento), en las hembras experimentales se midieron algunos
pardmetros hormonales y bioquimicos. En cuanto a los parametros asociados a
metabolismo de la glucosa, se encontré una elevacion estadisticamente significativa en la
concentracion séricadeinsuling, glucosay € IRI en € grupo OM. Por o que respectaalos
pardmetros asociados a metabolismo de lipidos, se detectd que la concentracion sérica de
leptina y triacilglicéridos fue mayor en e grupo OM, no encontrandose diferencias entre

grupos en la concentracion de colesterol (Fig.8.2).

Figura 8.2. Par ametros maternos FO antes del apareamiento (120 d). Concentraciones séricas de insulina,
glucosa, indice de resistencia a la insulina (IRI), leptina, triacilglicéridos y colesterol. Media + EE, n=8, *
(P<0.05).
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8.1.2. Gestacion y lactancia FO
8.1.2.1. Ganancia de peso corporal materno FO en la gestacion y lactancia

Durante el periodo de gestacién, € peso corporal del grupo OM fue mayor respecto al C
hasta el 17 d, sin embargo, hacia € dia del parto los dos grupos experimentales, mostraron
el mismo peso corporal promedio. Por otro lado, €l grupo OM durante los primeros 3 d de
lactancia pesaron mas que el C con diferencia significativay en € resto de la lactancia, €
peso corporal materno en ambos grupos no fue diferente estadisticamente hasta el final de
este periodo (21 d), (Fig. 8.3).

500+

Peso Corporal (g)
w w N S
o al o al
A R

250 Gesltacion .f Lactlancia |
0 10 20 30 40
Dias Después de la Concepcién

Figura 8.3. Peso corporal materno FO durante la gestacion y lactancia. Peso corporal materno medido
diariamente durante la gestacion y lactancia de las madres del grupo C y madres del grupo MO. Media + EE,
n=8, * (P<0.05).



8.1.2.2. Glucosa e insulina maternas FO al final de lalactancia

Al final de la lactancia se observd que las madres del grupo OM tuvieron concentraciones
mas elevadas de insuling, glucosa e IRIrespecto a C (Fig.8.4).

. | - | L L I
C OM C OM C oM

Figura 8.4. Insulina, glucosa e IRl maternos FO al final dela lactancia. Concentracion en suero alos 21 de de
lactanciade las madres del Cy OM. Media + EE, n=8, *(P<0.05) vsC

8.1.2.3. Colesteral, triacilglicéridos y | eptina maternos FO al final de lalactancia

Asimismo, la concentracion en suero de leptina y triacilglicéridos se encontraron elevados
en el grupo OM respecto aC (Fig. 8.5).

Figura 8.5. Leptina, triacilglicéridos y colesterol maternos FO al final de la lactancia. Concentracion en
suero alos 21 d de lactancia de las madres del grupo C y madres del grupo OM. Media+ EE, n=8, * (P<0.05).
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8.2. CriasF1

8.2.1. Crias F1 durante lalactancia
8.2.1.1. Medidas morfométricas al nacimiento de las crias F1

De las mediciones de las crias obtenidas al nacimiento, se observd un menor peso corporal
con diferencia significativa en los machos del grupo OM, mientras que en las hembras no
se detecto diferencia aguna. En € caso de las medidas morfomeétricas solo se detect6 que la

DAG en los machos fue menor en & grupo OM respecto a C. Ademas El cociente
DAG/peso corpora también fue menor (Tabla8.1).

Tabla 8.1. Pesos y medidas morfométricas al nacimiento de las crias F1. Mediciones realizadas alas crias

hembras y machos el dia de su nacimiento. Se representa la Media + EE del valor obtenido en cada camada,
n=8 camadas, * (P<0.05).

MACHOS HEMBRAS

GRUPO C OoM C OM
Peso (g) 5.6 + 0.04 5.4+ 0.07* 5.6 + 0.06 5.5 +0.06
Tala(cm) 51+02 47+0.2 50+02 48+0.1
Diametro cefdlico (mm) 105+0.1 10.7+0.2 104+0.1 10.7+0.1
Diametro abdominal (mm) 122+0.2 123+0.2 124+0.3 120+£0.2
Relacion didmetro cefdico: abdominal 0.85+0.02 0.86 £ 0.02 0.88+0.04 0.88+0.05
Distancia aogenital (DAG) (mm) 39+01 3.2+0.1* 22+02 1.9+0.1
DAG/Peso (mm/g) 0.7+0.03 0.60.02* 0.4+0.03 0.3+0.02
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8.2.2. CriassFl alos 36 d

8.2.2.1. Insuling, glucosa e indice de resistenciaalainsulina

En las determinaciones de insuling, glucosa e IRI de las crias F1 alos 36 d, no se detectaron
diferencias en los machos; sin embargo, las hembras presentaron mayor concentracion de
insulinae IRl en e grupo OM respecto a C (Fig. 8.6).

Machos
INSULINA GLUCOSA IRI
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Figura 8.6. Insulina, glucosa e indice de resistencia a la insulina (IRl) a los 36 de las Crias F1.
Concentraciones determinadas en las crias descendientes de las madres de los grupos C y OM. Media + EE,
n=8, * (P<0.05).
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8.2.2.2. Colesteral, triacilglicéridos y leptina

En las crias F1 alos 36 d no se detectaron cambios en las concentraciones de colesterol en
hembras ni en machos. No obstante la concentracion de triacilglicéridos y leptina fue mayor

en machos OM respecto a C; en las hembras no hubo diferencias significativas (Fig. 8.7).

Machos
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Figura 8.7. Colesterol, triacilglicéridos y leptina a los 36 d de las crias F1. Concentraciones en suero
determinadas en las crias descendientes de madres de los grupos Cy OM. Media + EE, n=8, * (P<0.05) vs C.
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8.2.3. Antes de laintervencion con gercicio (alos 50 d)

8.2.3.1. Peso corporal

Antes ddl inicio del esguema de gercicio se midio € peso corporal de las hembras y los
machos correspondientes a los dos grupos experimentales. A pesar de que las crias
experimentales provenian de madres con diferente tipo de la alimentacion, no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas en las crias de cada uno de los grupos (datos no

mostrados).

8.2.4. Durante laintervencion con gjercicio (alos 50-110 d)

8.2.4.1. Ejercicio realizado

Respecto a la actividad fisica, registrada para cada anima como metros recorridos en cada
sesion de 30 min, independientemente del grupo experimental, se observo que las hembras
registraron mayor distancia que los machos (Tabla 8.2). Asimismo, se encontré que tanto
en machos como en hembras, las crias del grupo OM+E en promedio recorrieron mayor
distancia por sesion con una diferencia estadisticamente significativa respeto a grupo C
(Fig. 8.8).

Tabla 8.2. Actividad fisica de lascrias F1 delos 50-110 d. Se representalaMedia+
EE del valor obtenido en cada grupo, n=8. * (P<0.05) vs C. en cada sexo

Actividad Registrada (m/30min)
Grupo C+E OM+E
Machos 153+5 174+ 7*
Hembras 279+ 13 382 + 16*
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Al analizar €l gercicio realizado a lo largo del experimento se observo que en |os machos
C+E no hubo cambios en la distancia recorrida por sesién durante a primera y segunda
mitad del esqguema de gercicio, en cambio, la distancia recorrida por € grupo OM+E
durante la segunda mitad del esquema fue mayor que la primer mitad y también fue mayor
respecto a la distancia recorrida por € C+E durante e mismo periodo de gercicio. En €
caso de las hembras tanto del grupo C como del OM, la distancia recorrida por sesiéon fue
mayor en la segunda mitad. Asimismo la distanciarecorrida por € grupo C+E en laprimera

y segunda mitad del esquema fue mayor en el grupo OM+E (Fig. 8.8).

A. Machos B. Hembras
250 500
< c
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g 3 % 3
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c @ c 9
s 3 g &
B o 50 2 = 100
&} o o o
0 0
50-79 80-110 50-79 80-110 50-79 80-110 50-79 80-110
Periodo de ejercicio Periodo de ejercicio
en (d) de edad en (d) de edad

Figura 8.8. Ejercicio realizado por las crias F1 de los 50 - 110 d. Distancia total recorrida por sesion.
Letras diferentes denotan diferencia entre periodos de gercicio dentro del mismo grupo experimental, (*)
denota diferencia entre grupos experimentales dentro del mismo periodo de gercicio. Media + EE, n=8
(P<0.05).
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8.2.5. Después de laintervencion con gercicio en las crias F1 (alos 110 d)

8.2.5.1. Peso corporal eingesta

No se registraron diferencias significativas en €l peso corporal alos 110 d en los diferentes
grupos respecto a C; de igua manera no se detectaron diferencias significativas para €

caso de laingesta diaria de alimento por rata ajustada al peso corpora (Fig. 8.9).

A. Machos

B. Hembras

Figura 8.9. Peso corporal eingesta alos 110 d delascrias F1. Se midi6 el peso corpora y se determiné la
ingesta absoluta y laingestarelativa por cada 100g de peso en machos y hembras. Media + EE, n=8.
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8.2.5.2. indice de adiposidad, |eptina, triacilglicéridos y colesterol

Tanto € tegjido adiposo total como e 1A en los machos fue mas elevado en € grupo OM
respecto a grupo C, mientras que en los grupos intervenidos se observaron valores
similares a los del C; en la hembras no se detectaron diferencias con respecto al I1A. En
cuanto a la determinacién de leptina, en ambos sexos fue posible identificar un aumento
significativo en la concentracion e grupo OM respecto a C, sin embargo, sélo |os machos

del grupo OM+E mostraron recuperacion en este parametro a mostrar valores

estadisticamente iguales alos del C (Fig. 8.10).
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Figura 8.10. Tegjido adiposo, indice de adiposidad y leptina a los 110 d de las crias F1. Pardmetros
medidos en machos y hembras. Media + EE, n=8. (*) Denota diferencia entre grupos con diferente
alimentacién materna'y mismo esquema de gjercicio y letras diferentes para grupos con diferente esquema de
gercicio y mismo tipo de alimentacion materna (P<0.05).
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En cuanto a la concentracion de triacilglicéridos, los machos OM mostraron un incremento
respecto al C y unarecuperacion parcial en este parametro en € grupo intervenido OM + E,
al mostrar un valor menor que OM, pero mayor que C + E. En & caso de las hembras, este
parametro fue mayor en OM y OM +E comparado con C y C+E respectivamente. Respecto

al colesterol no se observaron cambios en hembras y en machos (Fig. 8..

A. Machos

B. Hembras

Figura 8.11. Triacilglicéridos y colesterol a los 110 d de las crias F1. Pardmetros medidos en machos y
hembras Media + EE, n=8. (*) Denota diferencias entre grupos con diferente alimentacion maternay mismo
esquema de gercicio y letras diferentes para grupos con diferente esquema de gjercicio y mismo tipo de
alimentaci6n materna (P<0.05).
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8.2.5.3. Insuling, glucosa e IRI

De acuerdo a los valores obtenidos en los machos respecto a la concentracion sérica de
insulina, se observé que esta fue mayor tanto en € grupo OM y OM+E respecto a los
grupos C y C+E, por lo que se puede decir que no hubo recuperacion en este parametro. En
cuanto a la concentracion de glucosa en suero, se detectd un incremento en el IRI en los
grupos OM y OM+E respecto alos grupos C y C+E, denotando recuperacion nula en este
pardmetro por la intervencion con gercicio. Las hembras no denotaron diferencias

significativas entre grupos en cuanto ala glucosa, insulinao € IRI (Fig.8.12).

A. Machos

B. Hembras

Figura 8.12. Insulina, glucosa e indice de resistencia a la insulina (IRI) de las crias F1 a los 110 d.
Parametros medidos en machos y hembras. Media = EE, n=8. (*) Denota diferencias entre grupos con
diferente alimentacion materna y mismo esquema de gercicio y letras diferentes para grupos con diferente
esquema de gercicio y mismo tipo de alimentacion materna (P<0.05).
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8.2.5.4. Tamarno del adipocito

Partiendo de las imégenes digitales tomadas de los cortes histoldgicos del tgido adiposo
retroperitoneal tefiidos por HE (Fig. 8.13 y 8.14), se determiné € &rea de cada adipocito y

se analiz6 su distribucion de frecuencias.

Machos
C C+E

oM OM+E

Figura 8.13. Tejido adiposo retroperitoneal de machos F1 de 110 d. Cortes histolégicos teflidos con
hematoxilinay eosina observados a 50X correspondientes a los grupos experimentales C, C+E, OM y OM+E.
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Hembras
C C+E

oM OM+E

Figura 8.14. Tejido adiposo retroperitoneal de hembras F1 de 110 d. Cortes histolégicos tefiidos con
hematoxilinay eosina observados a 50X correspondientes a los grupos experimentales C, C+E, OM y OM+E.
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Lafrecuenciarelativa correspondiente a cada intervalo de 500 um en los machos y 200 pum
en las hembras los histogramas fue comparada con la frecuencia relativa calculada con los
parametros estimados de la distribucién gamma en cada grupo (Fig.7.15.A y 7.15.B.). La

bondad de gjuste se determiné por ¥ y se alcanzé p< 0.001 en todos | os casos.

La distribucion en crias MO fue menos asimétrica que C, mientras que en 1os grupos que
hicieron gercicio (C + Ey MO + E) laasimetria 'y dispersion se redujeron respecto aC y
MO.

A. Machos

11 S

Figura 8.15. Distribucion del tamafio del adipocito de machos F1 de 110 d. Histograma de frecuencias
relativas (barras grises) y funcién de densidad de probabilidad gamma (linea continua) con los pardmetros de
cada grupo.
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B. Hembras

C)MO D) MO+E

scuencia

Figura 8.16. Distribucion del tamafio del adipocito de hembras F1 de 110 d. Histograma de frecuencias
relativas (barras grises) y funcién de densidad de probabilidad gamma (linea continua) con los pardmetros de
cada grupo.
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Con €l total de datos de cada grupo se calcularon: la media, desviacion estandar, moda los

parametros de la distribucién gamma, asi como la asimetriay curtosis (Tabla 8.3).

Tabla 8.3. Parametros estimados de la distribucion del tamafio del adipocito. Se muestran medidas de
tendencia central, desviacion estéandar y los parametros de la distribucion gamma ademas de la asimetria y
curtosis correspondientes a cada grupo, n= adipocitos medidos.

Grupo C C+E oM OM+E
Machos
n 179 198 218 192
Media (um?) 2035 1902 4727 3014
Desviacion estandar (um?) 1156 672 1985 1106
Moda (um’) 1379 1665 3894 2608
a 3.1012 8.0065 5.6724 7.4274
b 0.0015 0.0042 0.0012 0.0025
Asimetria 114 0.71 0.84 0.73
Exceso de curtosis 1.93 0.75 1.05 0.81
Hembras
n 240 270 276 235
Media (um?) 1678 1519 2558 2126
Desviacion estandar (um®) 874.8 548.3 984.3 926.5
Moda (um?) 1222 1321 2180 1723
a 3.6783 7.6769 6.7555 5.2672
b 0.0022 0.0051 0.0026 0.0025
Asimetria 1.04 0.72 0.77 0.87
Exceso de curtosis 1.62 0.78 0.89 114

Respecto a la moda se pudo observar en machos y hembras que en OM este valor se
desplaz6 hacia valores més grandes respecto a C mientras que en e grupo OM+E esta
tendencia se revirti6é situando ala media en un valor intermedio en ambos grupos. Respecto
alaformade la distribucién en los machos MO fue menos asimétrica que C, mientras que
los grupos que hicieron gercicio (C+E y MO+E) la asimetria y dispersion se redujeron
respecto aC y MO. En las crias hembras la distribucion en crias MO fue méas simétrica que
C, mientras que los grupos que hicieron gercicio (C+E y MO+E) redujeron su dispersion
respectoaCy MO.
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9. DISCUSION

L os cambios econdmicos, tecnol 6gicos y de estilos de vida han producido la abundancia de
comida barata y con ato contenido calérico asociados con la disminucién de la actividad
fisica necesaria, en otras palabras estamos comiendo més y moviéndonos menos. Dado €
aumento de la prevalencia de obesidad en mujeres embarazadas (Nelson, Matthews et al.
2010) se ha propuesto en modelos experimentales la intervencion tanto nutricional como
con gercicio en la obesidad materna para prevenir € dafio metabdlico en los descendientes
(Zambrano 2010), sin embargo, aln es necesario €l desarrollo de medidas de intervencién
directamente en la progenie de madres obesas que permitan compensar las afectaciones

metabdlicas.

La obesidad es un problema de salud publica que se haincrementado sustancialmente en las
Ultimas décadas y probablemente permanezca en e fututo proximo (Leddy, Power et al.
2008), pues no solo la obesidad materna afecta a la mujer que la padece, sino que también
impacta en la salud de los descendientes en quienes se ha propuesto que tienen mayor
riesgo de padecer obesidad y diabetes mellitus tipo I, generando un circulo vicioso
transgeneracional (Dabelea and Crume 2011). De esta manera, se ha demostrado con
animales que e consumo de dieta alta en grasa antes y durante la prefiez, predispone a la
progenie a padecer obesidad en la edad adulta, ademés se ha observado que la obesidad
materna'y no el consumo de dieta ata en grasa per se es mecanismo primario por € cual la
progenie es conducida ala obesidad (White, Purperaet al. 2009).

En & presente estudio la obesidad materna se modelé6 aimentando a hembras
experimentales con dieta alta en grasa desde los 21 d hasta los 90 d en hembras FO del
grupo OM, lo cua produjo aumento significativo en e peso corpora respecto a C; sin
embargo, se ha propuesto gque |os efectos metabdlicos adversos ocasionados por la dieta alta
en grasa preceden a los cambios detectables en el peso corporal, ya que se ha observado
aumento significativo en la acumulacion de grasa corporal en roedores en tan solo 4
semanas de aimentacion con dieta alta en grasa (McDonald, Pesarchuk et al. 2011),
suponiendo afectacion metabdlica de las madres FO del grupo OM desde antes de la
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concepcion, la cual se manifestdé mediante la elevacion de la concentracion de glucosa,

insulina, triacilglicéridosy leptinaalos 120 d.

Dichas afectaciones metabolicas implican posibles dafios en las células germinales, como
se ha demostrado en roedores, donde las hembras con obesidad inducida por dieta alta en
grasa presentan mayor cantidad de folicul os ovéricos apopt6ticos, ovocitos mas pequefios y
menos maduros, e incluso con mayor cantidad de alteraciones cromosomicas (Jungheim,
Schoeller et al. 2010; Luzzo, Wang et a. 2012).

Durante la mayor parte del periodo de gestaciéon, las hembras FO del grupo OM
mantuvieron mayor peso corporal respecto a C; incluso a momento del parto las hembras
OM presentaron mayor peso corporal respecto a C con unadiferenciasimilar ala detectada
hasta antes del apareamiento. Por 10 que podriamos inferir que la mayor parte de esta
diferenciaen e grupo OM durante la gestacion y los primeros dias de |actancia corresponde
ala acumulacion de masa corporal alcanzada desde antes del apareamiento ocasionada por

ladietaataen grasa.

En cuanto a periodo de lactancia, llama la atencion que la diferencia en e peso corporal
materno FO entre los grupos C y OM sblo se mantiene durante los tres primeros dias, a
observarse una reduccion gradual del peso corpora en € grupo OM hasta alcanzar los
mismos niveles registrados en e C durante el resto de la lactancia. No obstante, alos 21 d
de lactancia se observd incremento en las madres FO OM en la concentracion de insuling,
glucosa y consecuentemente en e IRl asi como incremento en laleptinay triacilglicéridos.
Por lo que se puede decir que € dafio metabdlico en las madres FO del grupo OM
permanece a lo largo de la lactancia a pesar de tener e mismo peso corporal que e C a

final delalactancia.

La reduccion del peso corporal materno FO acompaiiado con € aumento en la
concentracion de triacilglicéridos en e presente estudio, podria estar relacionado con una
movilizacion importante de grasas, durante € periodo de lactancia. Esto se ha demostrado

en perfiles lipidicos de ratas amamantando donde se ha observado un incremento en las
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lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) circulantes, que permanecen hasta tres
semanas post-parto (Bosch and Camegjo 1967). Este hecho supone que los lipidos
movilizados en la madre finamente llegarédn a la cria a través de la leche, teniendo una

fuerte injerencia en la programacion del desarrollo delas crias.

Al nacimiento de las crias F1 Unicamente se observd menor peso corpora en los machos
OM, hecho que no se contrapone a lo reportado en este modelo por nuestro equipo de
trabgjo anteriormente (Zambrano 2010); incluso otros grupos de investigacion han
observado que la obesidad materna puede reducir € tamafio fetal (Jungheim, Schoeller et
al. 2010). Por otra parte, en humanos se ha observado una alta incidencia de macrosomia en
descendientes de madres obesas (Ehrenberg, Mercer et al. 2004), por 1o que los resultados
en este estudio parecen contradictorios. Sin embargo, es necesario aclarar que en
comparacion con los humanos |os roedores nacen menos desarrollados (Luzzo, Wang et al.
2012), por otra parte en mujeres con obesidad severa 'y obesidad morbida se ha reportado
una proporcion significativa de nacimiento de infantes cuyo peso a nacer es menor a
percentil 10 correspondiente a su edad gestacional, considerados pequefios para su edad
gestacional (PEG) (Desai and Ross 2011), de hecho un estudio europeo ha reportado
incidencia del 18% de PEG paridos por mujeres obesas en comparacion con € 10 % de
PEG de la poblacién en general (Rajasingam, Seed et al. 2009).

Respecto a la distancia ano-genital medida al nacimiento, se observo una reduccion en €
grupo OM respecto a C, la cua fue independiente del tamafio de la cria. Dicho efecto
morfolégico congénito podria estar asociado a hipogonadismo, ya que la funcién
reproductiva de los animales puede ser afectada por varios factores ambientales actuando
en diferentes etapas del desarrollo las cuales son mediadas por cambios en € ge
hipotd amo-hipofisis-gdnada, de esta manera se han propuesto mecanismos de dafios tanto
testiculares como hipofisarios asociados a la obesidad (Phillips and Tanphaichitr 2010;
Zambrano, Guzman et a. 2013).

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que la obesidad materna durante la gestacion

y lalactanciatiene efectos a largo plazo en la funcion reproductiva en los descendientes en
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la edad adulta, ya que disminuye la concentracion, viabilidad y motilidad del
espermatozoide ademés de la disminucion del contenido de enzimas antioxidantes y
aumento de los biomarcadores de estrés oxidante (Vega-Garcia 2012).

L os animales de laboratorio normalmente se encuentran confinados en jaul as que restringen
significativamente su actividad fisica, de tal manera que cerca del 90% del total del gasto
energético diario se lleva a cabo en reposo y € 10% restante corresponde a la actividad
fisica (Ichikawa and Fujita 1987). Este perfil de gasto energético se puede equiparar a de
personas con ato nivel de sedentarismo (Ichikawa, Fujita et al. 2000). Asi, € esquema de
gjercicio a ritmo voluntario aplicado en el presente estudio fue capaz de mostrar efectos
metabdlicos importantes en la progenie F1 de madres obesas FO.

En los esquemas de gercicio experimental en rueda para roedor comunmente empleados en
investigacion, el entrenamiento se lleva acabo alojando al animal experimental en unajaula
con libre acceso a la rueda de gercicio, en donde una rata adulta puede acanzar un
recorrido de arededor de 3000m /d (Ichikawa, Fujita et a. 2000; Ferreira, Lamarque et al.
2006; Schroeder, Shhiro et a. 2010; Rajia, Chen et a. 2013). En dichos esguemas se evalla
la actividad fisica a lo largo de varias horas 0 de todo un dia, analizando la distancia
acumulada en €l periodo de acceso al dispositivo, no obstante es dificil valorar periodos de
actividad continua, por lo cual larestriccion en el tiempo de acceso a la rueda de gercicio

(30 minutos al dia) permitio estudiar mejor laintensidad del gercicio.

Asi mismo se ha reportado que en roedores con acceso libre a la rueda de gercicio se
pueden producir modificaciones en la conducta alimentaria en respuesta ala actividad fisica
(Looy and Eikelboom 1989), lo que podria representar una desventgja a analizar los

efectos metabdlicos del gjercicio de maneraindependiente de laingesta de la alimento.

Si bien la cantidad de actividad fisica para prevenir las complicaciones metabdlicas no esta
bien determinada en humanos, las guias de la Asociacion Americana del Corazon y del
Departamento de Salud y Servicios Sociades de los Estados Unidos recomiendan para
mantener un buen estado de salud al menos 150 min/semana (Haskell, Lee et a. 2007). De
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esta manera, e esgquema propuesto de 2 lapsos de 15min de actividad/d 5 veces por semana
en los cuales las ratas experimentales fueron capaces de permanecer en actividad continua
(como se establecié previamente en un experimento piloto realizado por nuestro equipo de
trabajo), permitio modelar la actividad fisica propuesta para prevenir alteracion metabolica

en humanos.

En cuanto a la cantidad de gercicio realizada lo largo del esquema aplicado en e presente
estudio, llama la atencidén gque a excepcion de los machos F1 C, en todos los grupos la
distancia recorrida por sesion en la segunda mitad del esquema fue mayor que en la
segunda mitad. Esto podria deberse a que € gjercicio voluntario parece ser intrinsecamente
gratificante para las hembras OM y C y los machos del grupo OM, es decir la realizacion
del gercicio en rueda para roedor por si misma parece proporcionar satisfaccion. Se ha
descrito en modelos experimentales donde se condiciona la posibilidad de redlizar €
gjercicio, que las ratas llevan a cabo una variedad de respuestas operantes para ganar €l
acceso a la rueda (Premack 1962; Premack, Schaeffer et al. 1964; Novak, Burghardt et al.
2012). Incluso € gercicio voluntario de libre acceso a la rueda ha sido propuesto como
modelo de dependencia a la actividad fisica en un sentido adictivo (Ferreira, Lamargue et
al. 2006).

Ademas, se ha demostrado en ratas, que la exposicion perinatal a dietas densamente
caldricas promueve la sensibilidad a drogas de abuso (Bocarsly, Barson et a. 2012),
implicando posible predisposicion a conductas de tipo adictivo en las crias descendientes de
madres obesas, 10 cua podria explicar por qué € patrén de aumento en la cantidad de
gercicio alo largo del esquema fue mucho mas marcado en machos y hembras F1 OM+E

gque en C+E.

También, se ha reportado que e gercicio voluntario en rueda para roedor es mayor en
hembras que en machos (Tokuyama, Saito et al. 1982; Eikelboom and Mills 1988; Devaud,
Walls et a. 2012) lo cua es consistente con |os resultados obtenidos en este trabajo, ya que
hembras F1 tanto C como OM realizaron casi € doble de gercicio que los machos. No

obstante, llama la atencidn que a pesar de que las hembras realizaron mas gjercicio que los
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machos, los machos mostraron mayores efectos en los diferentes parametros metabdlicos

como se discutira méas adel ante.

Aungue no hubo diferencias significativas en peso corporal, ni en la ingesta alimentaria
posterior al esquema de gercicio se observaron cambios en la acumulacion de tegjido
adiposo en los machos y cambios en la concentraciéon de leptina en machos y hembras,
sugiriendo que los cambios metabdlicos programados son diferentes en hembras y en

machos.

En € caso de las crias macho, e grupo OM mostré incremento en € |A, mientras que en €l
grupo OM+E se observo recuperacion con valores similares a C, por o que se puede decir
que € gercicio previene en los machos el dafio metabdlico que hace que se acumule mayor

proporcién de tejido adiposo en OM.

Se ha demostrado que la cantidad de tejido adiposo esta correlacionada con la secrecion de
leptina (Benoit, Clegg et al. 2004). Por lo que en los machos, la disminucion del [A en
OM+E es concordante con los valores obtenidos de la concentracion periférica de leptina,
ya que se observé un incremento en la concentracién del grupo OM y recuperacion en €l
grupo OM+E. No obstante en €l grupo C+E, a pesar de que no se observo disminucion en €
IA respecto a C, la concentracion de leptina fue menor en C+E respecto a C, sugiriendo
que ladisminucion en las concentraciones de leptina no solo es debida ala pérdida de tejido
adiposo durante la intervencion, sino que probablemente esté implicada una mayor
sensibilizacion a esta hormona por € gercicio o bien cambios en el adipocito relacionados

al tamano como se discutira mas adel ante.

En e caso de las hembras descendientes de |a obesidad materna, no fue posible revertir la
concentracion de leptina con € esquema de intervencion con gercicio, sin embargo, a los

110 d no son tan evidentes las afectaciones en €l |A por obesidad materna.

En & caso del metabolismo de la glucosa, en e presente estudio solo se observaron

dteraciones significativas en las crias macho en las cuades la insulina y € IRl se
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incrementaron en los grupos OM y OM+E |o que sugiere gue la intervencion con gjercicio
de este esquema no es capaz de revertir la resistencia a la insulina, pero no puede
descartarse que un periodo de intervencién mas largo podria ser efectivo.

Se cree que algunos aspectos del metabolismo como la resistencia a la insulina
(McLaughlin, Sherman et a. 2007; Yang, Eliasson et a. 2012) y secrecion de adipocinas
(Skurk, Alberti-Huber et al. 2007) dependen de una distribucion precisa de tamafio del

adipocito més que el tamario promedio de las células.

Se han llevado a cabo estudios enfocados en las diferencias de la distribucion bajo
diferentes condiciones en diferentes especies (Jo, Gavrilova et a. 2009), no obstante, las
mediciones de tamafio suelen hacerse en adipocitos aisados que son medidos y
contabilizados por métodos automatizados. Quizas serecurre a este tipo de técnicas debido
alafalta de un modelo adecuado para la distribucién del area de los adipocitos en un corte
histol dgico.

De acuerdo a la distribucion de tamafnios del adipocito en este estudio, representada
visuamente por medio de histogramas, se observé en todos los grupos una distribucion
sesgada, donde la moda es menor alamediay por lo tanto asimétrica, la cua no se gjustaa
la distribucion normal. Ademas de la asimetria de la distribucion, la disminucion gradual en
la proporcion de tamafios mayores a la media y debido a que € area de una superficie es
siempre un valor no negativo, hace que este tipo de variable cumpla con los criterios
compatibles con una distribucién gamma (Mendenhall, Wackerly et al. 1990).

Asi, € guste de la funcién de distribucion gamma a la frecuencia observada en los
histogramas tuvo un nivel de significancia alto. De esta forma se pueden visualizar
numéricamente las caracteristicas de la distribucién gama, respecto al sesgo hacia la
derecha, se puede notar que la moda en todos los grupos es menor que la media. Respecto
al agrupamiento podemos observar que el parametro de forma (a) entre méas grande sea hara
que la distribucién se aproxime mas la distribucion normal ya que reduce el apuntalamiento

reduciendo € exceso de curtosis y disminuye € sesgo a la derecha, respecto al parametro
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(b) observamos que a mayores valores la distribucion presenta menor dispersion y

viceversa

El andlisis de los parametros de formay de escala inverso resulta valioso en la distribucion
del tamafio del adipocito, ya que debido a las caracteristicas de esta distribucion, podrian
haber distribuciones con la misma media pero parametros muy diferentes (Mendenhall,
Wackerly et a. 1990), tal vez esta sea una de las razones por lo que la distribucion de
tamanio del tejido adiposo se asocie mas a sus efectos metabdlicos que utilizando alamedia
como unico parametro en € analisis. Dado que la distribucion gamma no es simétrica, la
media no resulta una medida de tendencia central muy eficiente, debido a que no es
evidente donde se encuentra en la distribucién, a diferencia de la moda la cua puede ser

aproximada visualmente en e histogramay puede ser ubicada con precision.

Es importante hacer hincapié en que a pesar de que en este estudio no se determind ningun
indicador directo de hiperplasiaen €l tgido adiposo (o de la cantidad de células), € guste a
distribucion gamma es Util en e andlisis de dispersion del tamafio del adipocito, ya que
denota la presencia de adipocitos extremadamente grandes o extremadamente pequefios. Lo
cual podria ser un indicador de la dindmica de crecimiento del tejido adiposo, por gjemplo,
el aumento en ladispersion del tamafio del adipocito en OM podria sugerir proliferacion de
nuevas células adiposas debido a que por una parte podria haber células en crecimiento que
tengan tamarios cercanos a cero y por otra parte células muy grandes llegando a su tamafio

critico en e que desencadenan la sefializacion parala proliferacion.

De acuerdo a los valores obtenidos del parametro b, en los machos intervenidos con
gercicio C+E y MO+E se observo menor dispersion e incluso en el histograma se observa
una distribucion més estrecha que la de los grupos no intervenidos C y OM, lo cua podria
estar reflegjando la fata de proliferacion en C+E y MO+E, dado que la frecuencia de
tamarnos extremadamente pequefios y extremadamente grandes es baja en comparacion con
C y OM respectivamente, posiblemente implica que existan pocos adipocitos recién
diferenciados (de tamafio pequefio) y que los adipocitos mas grandes se encuentren lgjos de

alcanzar el tamafio critico parainiciar la proliferacion de nuevos adipocitos, probablemente
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esto haga que la distribucion de tamafio del adipocito sea més simétrica, de acuerdo a la

asimetria calculada en los grupos intervenidos.

En e caso de 1las hembras, |a dispersion de tamario del adipocito solo se redujo en € grupo
C+E respecto a C, lo que podria sugerir la falta de proliferacion como en €l caso de los
machos. No obstante, en las hembras del grupo OM+E no se observd reduccién en la
dispersion, pero €l valor de lamediay la moda fueron menores que en € grupo OM, por lo
que se puede decir que si bien en e grupo OM+E no se podria sugerir reduccion en la

proliferacion, el tamafo del adipocito muestra una reduccion considerable.
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10. CONCLUSIONES

El consumo de dieta alta en grasa por ratas hembra FO produce alteraciones morfol 6gicas,
hormonales y bioquimicas caracteristicas de la obesidad materna; a su vez, los
descendientes F1 de FO presentan diversas alteraciones metabdlicas asociadas a la
acumulacion de tejido adiposo y distribucion de tamafio del adipocito siendo diferentes los

efectos observados en las hembras y en los machos

El modelo de gercicio a ritmo voluntario en rueda para roedor en sesiones de 30 minutos al
dia, es capaz de compensar parcia o totalmente algunas de las ateraciones metabdlicas de
la progenie F1 asociadas a la obesidad materna de acuerdo al sexo de las crias. Ademas €
giercicio fue capaz de producir efectos benéficos en € tejido adiposo de los descendientes
del grupo C.

Se puede inferir que un estilo de vida saludable que incluya actividad fisica regular en los
descendientes de madres obesas, puede funcionar como una medida de intervencion valiosa
para reducir € dafio metabdlico asociado a insulto materno y de esta forma evitar su
progresion hasta la enfermedad.
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Maternal Obesity (MO) Increases Maternal and Offspring Corticosterone
(Cort) Production: Effects of Maternal (M) Exercise (MEx). Carlos
Ibanez,” Roberto Chavira,' Luis Reyes-Castro,' Claudia J Bautista,' Claudia
Vega-Garcia,' Peter W Nathanielsz,? Elena Zambrano.' ‘Reproductive Biology,
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricicn Salvador Zubirdn, Mexico
City, DF, Mexico; *Center for Pregnancy and Newborn Research, University
of Texas Health Sciences Center, San Antonio, TX, USA.

INTRODUCTION: MO is a global epidemic. Human and animal studies
indicate MO adversely affects M and offspring (OFF) health. There is a need
for interventions to improve outcomes. The rodent data-base on programming
by MO is large but lacks studies on M and OFF effects of MEx intervention.
We hypothesized that MO increases M and OFF cort at least in part prevented
by MEX.

METHODS: From weaning through pregnancy and lactation rats ate chow
(C) or high energy obesogenic diet (MO). Half of C and MO mothers wheel-
ran 30 min, 5 times/ week from postnatal day (PND} 90 to delivery (CEx and
MOEX). All M were bred at PND 120 and continued their diet. Cort measured
by RIA pre-pregnancy (n=6), mothers at end of lactation {n=8) and OFF PND
2 (n=4). Statistical analysis t test; p< 0.05.

RESULTS: MO increased M serum cort prior to breeding at PND 120 (Fig
1A) and end of lactation (Fig 1B). Ex decreased both C ari’r‘l MO M cort but
did not normalize values. MO increased cort in pooled male 2@]0 blood
of 2 d neonates (Fig 1C), Ex partially reduced cort in neonates.
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Fig 1. A) pre-pregnant (n=6), B) M end of lactation (n=8), C) male and female
OFF combined PND 2 (n=4), serum cort levels. C = control, CEx = Coniroi +
exercise, MO = Maternal obesity, MOEx = Matemal obesity + exercise. M &
SEM; * p<0.05 vs corresponding C group. Within a group, C or MO, different
letters are different p < 0.05. .

CONCLUSIONS: Qur data address the controversy whether glucocorticoids
play a significant and even possibly common role across species in
programming responses to different challenges e.g. maternal stress, under
and over nutrition. We have shown in other siudies that maternal Ex improves
but does not completely prevent adverse OFF outcomes, Qur data presented

show for the first time, increased cort in mothers and OFF in MO and potential
prevention by MEx.

(Reproductive Sciences. Volume 30, number 3, pag 132A. March 2013.)
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Investigation. 20-23 de Marzo, 2013. Orlando, Florida.

Fat cell sizedistribution and lipid dysfunction in offspring following
maternal and offspring (OFF) exercise interventions to prevent
developmental programming resulting from maternal obesity (M O)
in the rat. Benjamin Ehler, MS', Carlos Ibafiez, MSc?, Magaly
Vézquez’, Luis Reyes-Castro, MSc? Claudia Vega-Garcia, MSc,
Claudia J Bautista’, Joel Michalek, PhD*, Peter W. Nathanielsz, MD,
PhD, ScD * and Elena Zambrano, PhD?'Dept. Epidemiology &
Biostatistics, The University of Texas Hedth Science Center, San
Antonio, TX, United States,78229. “Reproductive Biology, Instituto
Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion SZ, DF, Mexico, 14000.
3Center for Pregnancy and Newborn Research, TheUniversity of Texas
Health Science Center, San Antonio, TX, United States, 78229.

Introduction: MO adversely affects OFF health and lipid function. We
have shown that MO alters OFF fat cell size. To enable determination of
factors regulating OFF fat cell size and information on potential
interventions we studied fat cell size and lipid metabolism following
maternal exercise (MEX) and OFF exercise (OFFex). We hypothesized
that MEX before and during pregnancy would have major effects on
adipocyte cell size and lipid function and since fat cell number is
thought to be fixed by birth, OFF ex would have different beneficial
effects.

METHODS: From weaning through pregnancy and lactation rats ate
chow (C) or high energy obesogenic diet (MO). Half the C and MO
mothers wheel-ran 30 min, 5 times week from PND 90 to delivery
(CEx and MOEX). All M were bred PND 120 and continued their diet.
OFF were weaned to C. Half of the OFF wheel-ran 30 min, 5/times
week from PND 50 to 110 (Cex and MOex). Male OFF were euthanized
PND 110 (n=8) , and fat depots weighed, serum leptin, TG and fat cell
size measured. Statistics: one way anova; p< 0.05.

RESULTS: Fat cell size in al control groups were similar Fig 1A.
Cumulative cell size was different in controls than all MO groups.
MOEX was different from MO while OFF ex was intermediate between
MO and MOEX. Figs 1B-E show that MO increased al lipid
parameters and MOEX and OFFex had similar effects on the metabolic
parameters.

Fig 1. A) Cumulative fat cell size; solid control, dash MOEX, dots MO,
grey OFFex. B-E first three columns are the three control groups and
the second three are MO, MOEX and OFFex in order.
CONCLUSIONS: MOEX and OFFex have different effects on fat cell
size but similar effects on lipid metabolism.

(Reproductive Sciences. Volume 30, number 3. March 2013)
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Trabajo oral presentado en e Magno Congreso Internacional de Endocrinologia, Diabetes y
Reproduccion. (XXI111 Reunion de la Asociacion Latinoamericana de Investigadores en
Reproduccion Humana), 11-14 noviembre de 2014, Cancun, Quintana Roo.

LA OBESIDAD MATERNA DE LA RATA IMPACTA NEGATIVAMENTE EL TEJIDO ADIPOSO DE LA PROGENIE: EFECTOS
DE LA INTERVENCION CON EJERCICIO EN LAS CRIAS

Ibafiez-Chavez CA, Vazquez M, Reyes LA, Vega CC, Bautista CJ, Minzoni A, Nathanielsz PW, Zambrano E.

JUSTIFICACION. Estudios con animales de experimentacién han demostrado mayor acumulacién de grasa en
descendientes de madres obesas (MO). Pero existe poca informacion sobre la intervencion con ejercicio en la
progenie y sus efectos en el tejido adiposo. A la fecha no se ha reportado, para el tamafio de adipocito, una
funcién de densidad de probabilidad (FDP) adecuada en el tejido.

OBJETIVO. Determinar los efectos del ejercicio en ratas macho descendientes de MO en la acumulacién de grasa y
distribucién del tamafio del adipocito

MATERIALES Y METODOS. Se emplearon hembras destetadas con dieta control (C) al 5% de grasa como madres C
y al 25% de grasa como MO, prefiadas a los 120 dias de edad (d). Los descendientes se destetaron con dieta Cy
uno de cada camada realizé 30 minutos de actividad/dia en rueda para roedor 5 veces/semana de los 50-110d. Las
crias se asignaron en 4 grupos (n=8/grupo) descendientes: de madres C (C); intervenidas con ejercicio de madres C
(CE); de MO (MO); e intervenidas con ejercicio de MO (MOE). De las crias de 110d, se cuantificé: el peso corporal,
tejido adiposo total y area del adipocito en cortes histologicos tefiidos con HE cuya distribucion se ajusté a la FDP
gamma biparamétrica (Ecuacidn. 1), estimdndose en cada grupo (n>179adipocitos/grupo) los parametros de
forma (a) vy de escala inversa (b), relacionados inversamente con la asimetria y dispersion celular
respectivamente.

Ecuacion.l1.[f(x)=(b*a/(funcién.gamma(a))) *x*((a-1)) *e/(-bx);x=drea.adipocito)

RESULTADOS. Aunque no hubo diferencias de peso corporal entre crias, el tejido adiposo total se incrementd en
MO con respecto a C, no asi en MOE (C=16, CE=14, MO=23 y MOE=14 g, p<0.05). De los adipocitos en las crias C,
CE, MO y MOE se obtuvo respectivamente: [drea promedio (um~2)=2035, 1902, 4727 y 3014] y los parametros
[a=3.1, 8.0, 5.7 y 7.4] y [b=0.0015, 0.0042, 0.0012 y 0.0025]. En cada grupo la FDP gamma estimada se ajusto a la
distribucién observada (bondad/x"2: p<0.00001). La distribucién en crias MO fue menos asimétrica que C,
mientras que los grupos que hicieron ejercicio (CE y MOE) la asimetria y dispersién se redujeron respecto a C y
MO.

CONCLUSIONES. Aunque la obesidad materna aumenta en la progenie la acumulacién de grasa y tamano del
adipocito considerablemente, el ejercicio regular en la cria revierte el aumento de grasa y tamafio del adipocito
reduciendo la asimetria y dispersion de su distribucion, lo cual puede reducir diversos efectos metabdlicos
adversos asociados a la obesidad materna. Agradecemos a FUNSALUD.
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Trabajo aceptado en la 61st Annual Meeting of the Society for Gynecologic Investigation
del 26 a 29 de marzo de 2014 en Florencia, Italia.

Title: Maternal Obesity (MO) Has an Adverse Impact on Offspring (OFF) Adipocyte
Size (AS): Effects of Male Offspring Exercise (Ex) Intervention.

Carlos A Ibafez-Chavez, BSc?, Magaly Vazquez, BSc?, Antonmaria Minzoni, PhD?, Peter W
Nathanielsz, PhD,ScD?® and Elena Zambrano, PhD?. 'Reproductive Biology, Instituto Nacional
de Ciencias Medicas y Nutricion SZ, Mexico City, DF, Mexico, 14000; ?Mathematics and
mechanics, Instituto de Investigaciones en Matematicas Aplicadas y en Sistemas UNAM,
Mexico City, DF, Mexico, 04510 and °CPNR, University of Texas Health Sciences Center, San
Antonio, Texas, United States, 78229.

Introduction: Animal studies show that MO is associated with increased OFF AT. There are
few data on effects of OFF exercise on OFF AT. Since adipocyte size (AS) is not normally
distributed, the mean does not represent AS distribution. We have developed a probability
density function (PDF) to characterize and quantify Ex effects in male OFF of MO rats on AS.

Methods: Female Wistar rats fed from weaning through pregnancy and lactation with chow
(C) or high energy obesogenic diet (MO) were bred at postnatal day (PND) 120 and male OFF
weaned to chow. One OFF of each litter (n=8 litter/group) wheel-ran 30 min/day 5 x a week
from 50 to 110 PND (Cex and MOex) and euthanized (PND 110), AT depots weighed and
retroperitoneal AS (area) measured (H&E staining). AS frequency in each OFF group was
fitted to gamma PDF (Eqg.1), and parameters (a) related with skewness and (b) inversely
related with data dispersion (spreading) estimated.

Results: At PND 110, body weight was similar in all OFF however, total MO OFF AT was
greater in MO than other groups (C=15.9+0.8, Cex=13.8+0.8, MO=22.9+.9 and
MOex=14.0+1.2 g, p<0.05, Mean*+SEM). AS distribution was fitted to gamma PDF (Eq 1) in
each group (x2: p<0.00001). MO was more symmetric and spread than C (Fig 1), while
exercise groups (Cex and MOex) were more symmetric but less spread than C and MO. Mode
was higher in MO vs C and intermediate in MOex.

Equation 1. Gamma PDF Table 1. Fat cell size data
Group c CEx MO MOEx
- b SRR Mean (pm?) 2038 1902 4727 3014
’(‘.) - xa=1p-bx. ~
) r(a) ’ Standar Deviation 1188 672 1985 1106
Mode (pm?) 1401 1668 3909 2571
o - fat call aren a 31012 B D065 5.6906 TAIT4
b 0.0015 0.0042 0.0012 0.0025
Skewness 1,14 0.1 0.84 [ X¢]
Kurtosis 19 0.75 1.08 081
A) Cc B) Cex C) MO D) MOex
P
& 03
@
g
w
2 o
8
2}
m 4 ] 12 - 4 [ ] 1 ] 2 - 4 L]

Fat cell area (X1000 pm<)

Fig.1. Relative frequency histograms of AS (bars) fitted to gamma distribution (continuous
line) by its estimated parameters a and b of A) C, B) Cex, C) MO and D) MOex male OFF at
PND 110.

Conclusions: MO spreads AS distribution. OFF EX prevents MO effects on AS decreasing
asymmetry and spread of AS distribution. How these changes affect MO OFF metabolism
remains to be established.
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