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RESUMEN

La obesidad materna programa negativamente la fisiología de la descendencia. Se ha

demostrado con modelos experimentales que los descendientes de madres obesas presentan

alteraciones metabólicas en la vida posnatal tales como dislipidemia, índice de resistencia a

la insulina incrementado y mayor acumulación de grasa entre otras. Sin embargo, es

necesario establecer los cambios fisiopatológicos en la descendencia relacionados a la

obesidad materna y determinar si los efectos negativos de la programación del desarrollo

pueden ser compensados por la intervención con ejercicio en los descendientes.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar en la descendencia de madres obesas, los

efectos de un esquema de ejercicio voluntario en parámetros bioquímicos, hormonales y

tisulares relacionados al metabolismo energético. Para ello, el modelo experimental

empleado consistió de hembras Wistar (F0) 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 días (d) de edad, las hembras F0 de

ambos grupos fueron apareadas con machos no experimentales. Las crías (F1) resultantes

fueron destetadas a los 21 d de edad con dieta C. De los 50 a los 110 d de edad un macho y

una hembra F1 de cada camada fueron intervenidos con un esquema de ejercicio que

consistió en 30 min de actividad/d 5 veces a la semana en rueda para roedor. La distancia

recorrida por sesión fue registrada.

Las F1 fueron asignadas dentro de 4 grupos experimentales de acuerdo a la dieta materna y

la intervención con ejercicio en las crías: 1) C, 2) OM, 3) C intervenidas con ejercicio

(C+E), 4) OM intervenidas con ejercicio (OM+E).

En las F1 a los 110 d de edad el peso corporal, la química sanguínea, las concentraciones en

suero de leptina e insulina, el índice de resistencia a la insulina y el índice de adiposidad

(peso del tejido adiposo×100/ peso corporal) fueron determinados; también, el área del

adipocito fue cuantificada en cortes histológicos del tejido adiposo retroperitoneal. La
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distribución de frecuencia del tamaño del adipocito se modeló matemáticamente de acuerdo

a la función de distribución gamma.

Durante el esquema de ejercicio, la distancia recorrida por sesión fue mayor en el OM+E

que en el C+E tanto en machos como en hembras F1.

A los 110 d de edad, no hubo diferencias en el peso corporal de los grupos F1 tanto en

machos como en hembras. Pero en los machos F1 los triacilglicéridos, la leptina, el índice

de resistencia a la insulina y el índice de adiposidad fueron mayores en el OM que en el C;

la intervención con ejercicio mejoró dichos parámetros en OM+E a excepción del índice de

resistencia a la insulina. En el 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 distribución de frecuencia del tamaño del adipocito de los machos F1 mostró mayor

dispersión y simetría en OM en comparación con C, también se observó menor dispersión

pero mayor simetría en los grupos intervenidos C+E y OM+E que en los grupos C y OM

respectivamente. En las hembras F1 se observó mayor simetría en OM en comparación con

el C con dispersión similar; el grupo C+E en comparación con el C tuvo mayor simetría y

menor dispersión, mientras que el OM+E en comparación con OM tuvo menor simetría

pero dispersión similar.

En conclusión, el ejercicio regular resulta benéfico en los descendientes de madres obesas,

al compensar parcial o totalmente algunos de los efectos fisiopatológicos por la obesidad

materna asociados con el crecimiento del tejido adiposo encontrándose beneficios

específicos 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 alterations on

postnatal life such as dyslipidemia, 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 counterbalanced 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 (F0) 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, F0 females 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 maternal diet and offspring

exercise intervention: 1) C; 2) OM; 3) C exercised intervened (C+E), 4) OM exercised

intervened (OM+E).

In F1 at 110 d of age body weight, blood chemistry, serum leptin and insulin

concentrations, insulin resistance index and adiposity index (adipose tissue

weight×100/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. INTRODUCCIÓN

La obesidad es el resultado del desequilibrio entre el gasto y el aporte de energía, es decir,

de ingerir más calorías en la dieta que las utilizadas en las actividades fisiológicas que

consumen energía. En efecto, el aumento en la proporción de grasa y la densidad energética

de la dieta junto con la disminución en el nivel de actividad física y el incremento en el

nivel de comportamiento sedentario son los factores más importantes que contribuyen a la

elevación en el promedio del peso corporal de las poblaciones (Méndez-Sánchez and

Esquivel 2002).

Sin embargo, los conocimientos actuales sobre genética y biología molecular permiten

plantear la etiopatogenia de la obesidad como un fenómeno complejo (González Jímenez

2013). En este sentido, la teoría de un aumento de la ingesta mantenido en relación un gasto

energético deficiente resulta una teoría 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 regulación del balance energético

En los mamíferos existe un conjunto complejo de señales hormonales y neuronales que

tiene como finalidad mantener el equilibrio en la ingesta y el gasto energético, de modo

que la cantidad tejido adiposo se mantenga dentro de límites adecuados. En el sistema

nervioso central se regulan muchos de los mecanismos autónomos complejos que

mantienen la constancia del medio interno, integrados en el hipotálamo, donde el núcleo

arcuato recibe las señales centrales y periféricas relacionadas a los almacenes energéticos

(Kennedy 1953). De igual forma, cada vez hay más evidencia de una serie de mecanismos

sensores que están coordinados dentro del cerebro y conllevan cambios de comportamiento

en alimentación, actividad física y metabolismo corporal de manera que permiten que las

reservas corporales se mantengan. Estos mecanismos están presentes en el tejido adiposo,

cerebro e intestino, encargados de la detección de la llegada de nutrimentos de la dieta, así
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como su distribución, metabolismo y/o almacenamiento (Schwartz, Woods et al. 2000;

Schwartz 2006; Ishii, Muranaka et al. 2007).

El organismo puede afrontar un exceso de calorías en la dieta de tres maneras: i) convertir

el exceso calórico en grasa y almacenarla en el tejido adiposo; ii) consumir el exceso

calórico mediante ejercicio adicional y iii) desviar el consumo energético hacia la

producción de calor.

1.1.1. Tejido adiposo

El tejido adiposo se encuentra distribuido en distintas localizaciones en el organismo. Estos

depósitos se encuentran principalmente a escala dérmica, subcutánea, mediastínica,

mesentérica, perigonadal, perirrenal y retoperitoneal. De acuerdo a las diferencias en su

morfología, distribución, expresión génica y función, se distinguen dos tipos: el tejido

adiposo pardo el cual posee actividad termogénica y el tejido adiposo cuya principal

función es almacenar energía.

La unidad funcional del tejido adiposo es el 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

periferia de los vasos y generalmente se encuentran en reposo (Moreno and Martinez 2002).

En el interior del adipocito las grasas se acumulan formando una gran gota central rodeada

por un notablemente delgado borde de citoplasma. En preparaciones teñidas con

hematoxilina y eosina (HE), el tejido adiposo puede presentar un aspecto de alambre tejido

(Cormack 2001), debido al espacio vacío 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 almacenadas en los adipocitos se puede demostrar

fácilmente en cortes congelados mediante el uso de colorantes de grasas.

Cuando el balance energético es positivo, el tejido adiposo blanco se incrementa. El aspecto

morfológico característico de la obesidad es la hipertrofia de los adipocitos seguido de la
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hiperplasia, con el consecuente aumento en la capacidad de almacenamiento de los lípidos.

De hecho, se ha propuesto que los adipocitos tienen un volumen máximo al cual ya no

pueden expandirse más. A este volumen máximo se le ha referido como “tamaño celular

crítico” el cual es genéticamente determinado y específico para cada depósito (DiGirolamo,

Fine et al. 1998). Los adipocitos que alcanzan el tamaño celular crítico pueden

desencadenar un incremento en el número celular (Faust, Johnson et al. 1978). El tejido

adiposo expresa numerosos factores que pueden estar implicados en la modulación de la

adipogénesis como el caso de la leptina.

Los estudios in vitro indican que no se produce división celular en los adipocitos

completamente diferenciados que están cargados con lípidos. No obstante, tales células

tienen una larga vida. Además el tejido adiposo posnatal contiene adipocitos inmaduros y

precursores residuales de adipocitos de los cuales se forman células adicionales, por

ejemplo, como resultado de la estimulación por estrógeno (Cormack 2001).

1.1.2. Leptina

Se puede decir que después de almacenar energía, la principal función del tejido adiposo es

controlar la ingesta de energía y la distribución de la misma a otros tejidos en los periodos

inter digestivos (Moreno and Martinez 2002; Cinti 2005). De hecho en 1953 se postuló la

teoría lipostática donde se establecía la existencia de un mecanismo de retroalimentación

que inhibe el apetito e incrementa el consumo de energía cuando el peso corporal excede un

cierto valor (denominado punto de ajuste); la inhibición es suprimida cuando el peso

desciende por debajo de dicho punto (Kennedy 1953). Esta teoría predice que una señal

procedente del tejido adiposo influiría en los centros cerebrales que controlan el apetito y la

actividad metabólica y motora. El primer factor de este tipo fue descubierto en 1994 y

corresponde a una proteína de 167 aminoácidos llamada leptina. Fue identificada

originalmente como el producto del gen denominado OB (obeso) en ratones de laboratorio;

los ratones con dos copias defectuosas de este gen (genotipo ob/ob) muestran el

comportamiento y fisiología de animales en situación de ayuno permanente ya que

muestran un apetito ilimitado (Zhang, Proenca et al. 1994). La leptina transfiere el mensaje
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de que las reservas de grasa son suficientes y promueve la disminución de la ingestión de

alimentos y el aumento del gasto energético, además estimula al sistema nervioso simpático

aumentando la presión sanguínea, la frecuencia cardiaca y la termogénesis mediante el

desacoplamiento del transporte electrónico (Zhou, Shimabukuro et al. 1997; Friedman

2002). Independientemente, en ratones se encontró un segundo gen designado DB

(diabético) que tiene un papel en la regulación del apetito. Los ratones con dos copias

defectuosas (db/db) son obesos y diabéticos. El gen DB codifica el receptor de la leptina,

cuando el receptor es defectuoso se pierde la función señalizadora de la leptina. Este

receptor se expresa principalmente en las neuronas del núcleo arcuato (Tartaglia, Dembski

et al. 1995). Posteriormente la señal de la leptina se transduce y mediante activadores de la

transcripción se estimula la expresión de genes específicos (Schwartz, Woods et al. 2000).

1.1.3. Insulina

La insulina y su sistema de señalización están implicados en mecanismos centrales y

periféricos que gobiernan la ingesta, distribución, metabolismo y almacenaje de nutrientes.

De tal forma que la deposición de grasa requiere de insulina, ya que la ganancia de peso

corporal no puede ocurrir en presencia de deficiencia de insulina aun cuando se consuman

grandes cantidades de comida; la insulina actúa sobre sus receptores localizados en el

hipotálamo para inhibir la ingesta y en el núcleo arcuato para disminuir la ingesta

energética e incrementar la termogénesis (Schwartz, Woods et al. 2000). Además, por

mecanismos diferentes la insulina también indica a los tejidos muscular, hepático y adiposo

que aumenten la conversión de glucosa en acetil-coenzima A proporcionando el material de

partida para la síntesis de grasas (Schwartz, Woods et al. 2000; Porte, Baskin et al. 2005).

Se dice que los humanos y animales obesos son resistentes a la insulina por que se requiere

más insulina respecto a los controles sanos para mantener el nivel normal de glucosa,

siendo importante este hecho porque esta resistencia se correlaciona con la cantidad de

tejido adiposo visceral (Benoit, Clegg et al. 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 están asociadas con

anormalidades en el metabolismo de lípidos y aminoácidos adicionalmente al metabolismo

alterado de la glucosa.

1.2.1. Obesidad en el embarazo

En el contexto de la función reproductiva, el estado nutricio juega un papel muy

importante. Se sabe que una nutrición adecuada que incluya cantidades adecuadas de todas

las vitaminas, minerales y macronutrientes energéticos promoverá concepciones exitosas.

En cuanto al feto en desarrollo, este depende solamente de la transferencia de sustratos de

la madre, ya que es el único medio de nutrición en el útero (Mahan, Escott-Stump et al.

2012).

El crecimiento fetal demanda nutrientes y energía adicionales. Por otro lado la ganancia de

peso corporal característico, comprende varios componentes necesarios para el crecimiento

fetal y mantenimiento de la madre, que incluye órganos maternos (útero, mamas y sangre),

las reservas de tejido adiposo y productos de la concepción. La mujer embarazada duplica

su volumen sanguíneo, las glándulas mamarias crecen rápidamente en preparación para

producción de leche y las reservas de grasa materna se incrementan. Las reservas de grasa

comprenden del 30 % al 40 % del peso corporal materno (Kopp-Hoolihan, Van Loan et al.

1999). Sin embargo, mujeres con sobrepeso y obesidad tienen riesgo incrementado de

presentar complicaciones en el embarazo, incluyendo diabetes mellitus gestacional,

hipertensión y preeclampsia (Baeten, Bukusi et al. 2001). Asimismo, existen riesgos fetales

asociados que incluyen nacimiento prematuro, macrosomia, e incluso muerte fetal.(Katsura,

Wada et al. 2013).
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1.2.2. Obesidad y lactancia

Después de la gestación la provisión de nutrimentos continúa a través de la lactancia, para

asegurar un adecuado desarrollo y crecimiento. Así, desde el embarazo, ciertas hormonas

influyen significativamente en el crecimiento de los ductos y alveolos de la glándula

mamaria asegurando la producción adecuada de leche.

Para la madre, la producción de leche es un proceso nutricionalmente demandante con una

eficiencia del 80%, en el que se requieren 80 Kcal para producir 100 mL de leche con un

valor de 75 Kcal. No obstante, las reservas energéticas acumuladas durante el embarazo,

proveen de 100 a 150 Kcal/día 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 al 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 el tipo de grasa presente en la leche, al observarse el

incremento o disminución de ciertos ácidos grasos; en cambio, el contenido de colesterol en

la leche no es un reflejo 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. Orígenes del desarrollo de la salud y la enfermedad (DOHaD)

La cantidad y calidad de la alimentación in útero del cigoto en desarrollo, posteriormente

de feto y del neonato, emerge como una explicación para las enfermedades en la vida

adulta, de acuerdo al concepto de los orígenes en el desarrollo de la salud y la enfermedad

(DOHaD) por sus siglas en inglés (Nijland, Ford et al. 2008). El DOHaD constituye un

campo multidisciplinario que examina cómo los factores ambientales durante la fases de

plasticidad del desarrollo interactúan con las variaciones genotípicas 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 enfoque del DOHaD ha surgido como resultado de: a) estudios epidemiológicos que

demuestran la asociación entre el ambiente a edades tempranas y el riesgo de enfermedades

a lo largo de la vida, b) la investigación en animales experimentales que demuestran que la

perturbación en el desarrollo puede producir cambios fisiopatológicos y cambios

epigenéticos en los descendientes en la edad adulta y c) el trabajo teórico 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

Múltiples estudios epidemiológicos han demostrado que la obesidad y la ganancia de peso

excesiva durante el embarazo están asociados con infantes grandes para su edad gestacional

(Rode, Nilas et al. 2005), quienes además del tamaño, se encuentran en riesgo

incrementado de padecer obesidad en la niñez y adolescencia (Salsberry and Reagan 2007).

El mayor peso alcanzado al nacimiento en estos descendientes indudablemente puede estar

asociado con un mayor índice de masa corporal en la edad adulta. El uso de modelos

experimentales con animales ha proporcionado una aproximación suplementaria a los

estudios epidemiológicos.

Por otra parte la información obtenida de modelos animales ha sido muy informativa para

el entendimiento de las ventanas de exposición, mecanismos y propiamente de los efectos

en los descendientes. Varios modelos obesogénicos, principalmente en roedores, muestran

un fenotipo relativamente común de desórdenes metabólicos en la descendencia. Sin

embargo la magnitud de los efectos difiere de acuerdo al periodo del reto nutricional y la

composición de la dieta (Armitage, Lakasing et al. 2005).

Se ha demostrado con modelos experimentales, que la alimentación con dietas con alta

densisdad de energética en la madre, induce en las crías obesidad, resistencia a la insulina y

a la leptina (Bayol, Simbi et al. 2005; Taylor and Poston 2007) además de esteatosis
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hepática (Bruce, Cagampang et al. 2009). Incluso también ha sido evidenciado que una

sobrealimentación materna leve induce adiposidad incrementada, intolerancia a la glucosa y

reguladores del apetito alterados en la descendencia (Rajia, Chen et al. 2010).

1.4. Ejercicio

El gasto energético total está repartido en 3 componentes diferentes que pueden ser

determinados individualmente: 1) la tasa metabólica basal, 2) el efecto térmico de la

comida y 3) la actividad física (Levine 2005).

La tasa metabólica basal representa la energía mínima requerida para el mantenimiento de

las funciones vitales, contribuye con 60-70% del gasto energético total para la mayoría de

los individuos sedentarios y con el 50% para aquellos físicamente activos; éste componente

puede estar afectado por factores étnicos, el peso corporal, la edad, la actividad física,

diferentes niveles de hormonas tiroideas y sexuales e incluso factores ambientales como la

temperatura.

El efecto térmico de la comida es el componente del gasto energético relacionado a la

energía requerida para la digestión, absorción, uso y almacenamiento de nutrientes

posterior a la ingesta alimentaria, representa del 5 al 15% del gasto energético total y varía

de acuerdo al tipo de macronutrientes (Tappy 1996). Por último, el tercer componente del

gasto energético es la actividad física y representa al efecto térmico del cualquier

movimiento que exceda a la tasa metabólica basal. En individuos activos, la energía

requerida para este componente puede corresponder a una o dos veces el gasto energético

basal; mientras que en los individuos sedentarios sólo representa menos de la mitad de la

tasa metabólica basal (Yates 2005).

Los combustibles que se utilizan en ejercicios anaeróbicos (por ejemplo una carrera de

velocidad) son diferentes a los que se utilizan en ejercicios aeróbicos (como una carrera de

larga distancia). Inicialmente el ATP proporciona la energía directamente a la miosina (la

proteína responsable inmediata de convertir la energía química en movimiento), debido a
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que la cantidad de ATP disponible en el músculo es pequeña, la producción de energía

depende el ritmo de producción de ATP a partir de otros combustibles como la creatina

fosfato la cual puede transferir un grupo fosforilo al ADP para regenerar el ATP; no

obstante, la cantidad de creatina fosfato también es limitada. De hecho la creatina fosfato y

el ATP solo pueden proporcionar energía para la contracción muscular intensa durante 5 o

6 segundos solamente.

La conversión de glucogéno muscular en lactato, durante la glicólisis anaerobia, puede

generar mucho más ATP que la transferencia de fosforilos de la creatina pero lo hace más

lentamente; no obstante, este ritmo no se podría mantener por más de 130 segundos. Por lo

que a medida que aumenta la distancia de una carrera, la respiración aeróbica adquiere

importancia creciente. Así la generación de ATP a partir de ácidos grasos es esencial en las

carreras de larga distancia. Los ácidos grasos entran con facilidad en el músculo donde se

degradan a acetil-coenzima A y luego a CO2 (Berg, Tymoczko et al. 2012).



26

2. ANTECEDENTES

En modelos con animales de experimentación ha sido evidenciado que las crías

descendientes de madres con obesidad experimental muestran predisposición a

enfermedades metabólicas en la vida posnatal (Armitage 2005; Taylor 2007; Kirk 2009).

Recientemente en modelos experimentales con ratas, donde la obesidad materna es

inducida con alimentación altamente palatable y alta en grasa o en azúcar, se ha

comprobado que sus descendientes son hiperfágicos, hipertensos e intolerantes a la glucosa

en la edad adulta (Samuelsson 2008), destacando un aumento en la cantidad de tejido

adiposo, la concentración de leptina e insulina (Zambrano 2010). Asimismo, en primates no

humanos la alimentación materna alta en grasa en la gestación, produce que las crías

muestren rasgos de hígado graso no alcohólico, los cuales permanecen incluso en la etapa

posnatal (Mc Curdy 2009), también se ha demostrado que la sobre-alimentación materna en

la oveja gestante incrementa la adipogénesis y lipogénesis en las crías antes del nacimiento

(Muhlhausler 2007). De esta forma, varios modelos animales parecen converger en un

fenotipo común de la descendencia compatible con el síndrome metabólico.

Debido a que pocos estudios han abordado la posibilidad de revertir o la prevenir el

fenotipo postnatal programado por la obesidad materna (Vickers and Sloboda 2012), dentro

de nuestro grupo de trabajo se han llevado a cabo trabajos experimentales con ratas de

laboratorio para elucidar los mecanismos por los cuales un cambio en la dieta materna o el

nivel de ejercicio pueden actuar para mejorar el fenotipo materno y de la descendencia.

De esta forma, se llevó a cabo un estudio de intervención nutricional materna con ratas

Wistar hembra alimentadas desde el destete, a los 21 d de edad, ya sea con dieta control

(para el grupo Control) o con dieta alta en grasa (para el grupo de Obesidad), y a partir de

los 90 d de edad, 1 mes previo al apareamiento, la mitad de las hembras del grupo de

Obesidad se alimentaron con dieta control (para formar al grupo de Intervención

Nutricional); a los 120 d de edad, las hembras de todos los grupos experimentales fueron
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apareadas con machos no experimentales. Las crías resultantes fueron amamantadas por su

respectiva madre y a los 21 d de edad fueron destetadas para ser alimentadas con dieta

control; observándose a los 120 d de edad que los machos descendientes de madres obesas,

tuvieron concentraciones elevadas de glucosa e insulina y mayor índice de resistencia a la

insulina (IRI) en comparación con los descendientes Control; en cambio, en los

descendientes del grupo de Intervención Nutricional la concentración de glucosa se

recuperó totalmente, mientras que en el IRI se observó una recuperación parcial respecto a

los descendientes del grupo Control (Zambrano 2010).

Asimismo en nuestro laboratorio se llevó a cabo un estudio de intervención materna con

ejercicio, donde ratas Wistar hembra, fueron alimentadas desde el destete, a los 21 d de

edad con dieta control (para el grupo control) o con dieta alta en grasa (para el grupo de

obesidad), y a partir de los 90 d de edad (1 mes previo al apareamiento) y hasta el final de

la gestación, la mitad de las hembras de cada grupo experimental se intervino con un

esquema de ejercicio voluntario en rueda para roedor dando lugar al grupo Control

Intervenido con Ejercicio y al grupo de Obesidad Materna Intervenido con Ejercicio. Con

este diseño experimental, en los descendientes macho del grupo de Obesidad a los 36 d, se

observó incremento en las concentraciones de triacilglicéridos y leptina, además de mayor

acumulación de grasa corporal, mientras que en los descendientes del grupo de Obesidad

Intervenido con Ejercicio se previno el incremento en la concentración de leptina y se

previno parcialmente el incremento en la concentración de triacilglicéridos (Vega, Reyes-

Castro et al. 2013).

Estos trabajos sugieren que el ejercicio puede generar efectos benéficos en las madres

obesas y consecuentemente la disminución de varios efectos adversos en la progenie en

respuesta a la sobrealimentación materna; sin embargo los efectos del ejercicio realizado

por los descendientes de las madres obesas aún no se ha explorado dentro de este modelo

(Vickers and Sloboda 2012).
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3. JUSTIFICACIÓN

Frecuentemente en los adultos el Índice de Masa Corporal (IMC), calculado mediante la

división del peso corporal en Kg entre el 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 está inmerso en un proceso de transición donde la población 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. Así, de

1988 a 2012 el sobrepeso en mujeres de 20 a 49 años de edad se incrementó de 25 a 35.3 %

y la obesidad de 9.5 a 35.2 %. Cabe destacar que estas prevalencias se encuentran dentro de

las más altas del mundo (Gutiérrez, Rivera-Dommarco et al. 2012).

Figura 3.1. Distribución del estado nutricio en mujeres de 20 a 49 años de edad de 1988 a 2012 en
México. Comparación de la Prevalencia (%) correspondiente a cada categoría del estado nutricio basada en el
IMC de las participantes en la Encuesta Nacional de Nutrición (ENN) 1988, ENN 1999, Encuesta Nacional de
Salud y Nutrición (ENSANUT) 2006 y ENSANUT 2012 (Gutiérrez, Rivera-Dommarco et al. 2012).

Tras la concepción, las mujeres con obesidad se caracterizan por tener comprometida la

salud propia y la del producto (Castro 2002; Cunningham 2005). Por otra parte, es sabido

que el fenotipo de un individuo no está determinado únicamente por el genotipo, sino

también por el ambiente, en especial durante periodos críticos del desarrollo como la

gestación y la lactancia. De esta forma, las alteraciones en el estado nutricional de la madre

pueden modificar la fisiología y metabolismo de su descendencia (Wadhwa 2009).



29

Se ha propuesto que los niños expuestos a la obesidad materna durante el embarazo están

en un riesgo elevado de presentar obesidad y diabetes mellitus tipo II, incluso se ha

reportado una relación directa entre el IMC materno con la adiposidad de la descendencia

(Laitinen, Power et al. 2001); de tal forma que los efectos de la sobre-nutrición in útero

pueden ser vistos como un preocupante círculo vicioso (Dabelea and Crume 2011), por lo

que es indispensable redoblar esfuerzos para disminuir estas prevalencias que están

aumentando el riesgo de enfermedades crónicas no transmisibles, con grandes costos

directos e indirectos para el país (Gutiérrez, Rivera-Dommarco et al. 2012).

Aunque el abordaje epidemiológico que asocia alteraciones fisiológicas en los

descendientes de madres obesas a edades tempranas ha resultado bastante informativo, aún

es necesario el estudio más a fondo de las consecuencias en la edad adulta. De esta forma,

el abordaje experimental con modelos animales cobra gran importancia, ya que éste permite

controlar mejor los factores genéticos y ambientales; asimismo, ofrecen la posibilidad de

probar medidas de intervención que podrían adoptarse en la población y sobre todo

contribuir a entender mejor cómo se producen los cambios fisiopatológicos en la progenie

en respuesta a la sobre-alimentación materna. Además, es necesario entender cómo 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 ejemplo: algunos de

ellos parecen ser alteraciones en la regulación de la conducta alimentaria que produce

hiperfagia, una regulación inapropiada de apetito y saciedad ejercida por las hormonas

leptina e insulina (Schwartz MW 2000).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Mediante el uso de modelos experimentales se ha observado en los descendientes de

madres obesas diversas alteraciones metabólicas compatibles con la obesidad,

independientemente de la alimentación en la vida posnatal. Si bien la obesidad es producto

del desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético, resulta de suma importancia,

determinar si el incremento en la actividad física en los descendientes de madres obesas,

será capaz de compensar los efectos metabólicos adversos en la progenie asociados a la

sobrealimentación materna.
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5. HIPÓTESIS

La aplicación de un esquema de ejercicio regular en las crías descendientes de madres

obesas tendrá una mejoría en el metabolismo energético mediante la reducción de la

concentración de glucosa, colesterol y triacilglicéridos y así como de las hormonas leptina e

insulina y. El ejercicio reducirá la acumulación excesiva de grasa resultando en la

disminución del índice de adiposidad y en el tamaño promedio del adipocito.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Determinar el efecto del ejercicio en las crías descendientes de madres obesas sobre

algunos parámetros bioquímicos, hormonales y tisulares relacionados con el metabolismo

energético.

6.2. Objetivos particulares

 Generar obesidad experimental en ratas Wistar hembras F0 con dieta alta en grasa y

preñarlas con un macho F0 control a los 120 d de edad.

 Determinar en las madres experimentales F0 el peso corporal e ingesta de alimento

durante la gestación y la lactancia.

 En las madres F0, al final de la lactancia cuantificar en suero la concentración de las

hormonas insulina y leptina así como los parámetros bioquímicos: glucosa,

colesterol y triacilglicéridos

 Tomar medidas morfométricas al nacimiento en las crías F1

 En las crías F1 a los 36 d cuantificar en suero los parámetros bioquímicos: glucosa

colesterol y triacilglicéridos así como la concentración de las hormonas leptina e

insulina en suero.

 Implementar y evaluar un esquema de ejercicio voluntario a partir de los 50 d hasta

los 110 d en las crías F1.

 Calcular la ingesta de alimento a los 100 d a las crías F1.

 En las crías F1 a los 110 d cuantificar en suero los parámetros bioquímicos glucosa,

colesterol y triacilglicéridos, así como la concentración de las hormonas leptina e

insulina.

 Calcular el índice de adiposidad de las crías a los 110 d F1.
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7. METODOLOGÍA

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

Investigación Experimental y Bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutrición Salvador Zubirán. Cabe señalar que todos los procedimientos fueron aprobados

por el Comité de Investigación en Animales del mismo Instituto.

Tanto el alimento como el agua de bebida se administraron ad libitum y durante todo el

estudio todas las ratas permanecieron en el área 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 estándar de acrílico (adecuadas para ratas) con una

cama de aserrín de madera virgen (Northeastern Products) cambiada periódicamente. Se

colocaron 3 animales por cada caja hasta antes del apareamiento, período a partir del cual

sólo se colocó a una hembra por caja.
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7.2. Diseño experimental

7.2.1. Madres experimentales F0

Se utilizaron hembras F0 de 21 d que fueron asignadas al Grupo Control (C) o al Grupo de

Obesidad Materna (OM) de acuerdo a su patrón de alimentación, ya sea con dieta control o

dieta alta en grasa, aplicado a partir del destete, durante el crecimiento, la gestación y hasta

el final de la lactancia (ver detalles adelante), se emplearon 8 hembras por grupo materno.

De las hembras experimentales F0, se registró el peso corporal a lo largo del crecimiento,

durante la gestación y la lactancia; asimismo, se cuantificó la concentración de glucosa,

colesterol, triacilglicéridos, leptina, insulina e índice de resistencia a la insulina (IRI) antes

de aparear (120 d) y al final de la lactancia (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 días con un macho control de la misma cepa (alimentado con

dieta control antes del apareamiento). El inicio de la preñez se determinó por medio de

frotis vaginal, considerando como resultado positivo la presencia de espermatozoides en los

campos observados al microscopio. Las crías F1 resultantes permanecieron en la misma

caja que su madre desde el nacimiento hasta los 21 d, a fin de ser amamantadas.
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Figura 7.1. Línea del tiempo del tratamiento experimental materno. Se esquematiza la alimentación
materna desde el destete hasta el fin del periodo de lactancia.

7.2.2. Dietas experimentales

La dieta control consistió en alimento comercial Chow (Purina 5001) cuyo contenido

energético fue de 4 Kcal/g y la dieta alta en grasa fue preparada en el laboratorio, con

manteca de cerdo al 20%(p/p) y un contenido energético de 5 Kcal/g (Tabla 7.1 y 7.2).
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Tabla 7.1. Composición nutricional de las dietas.

Nutriente

(%(p/p) )
Dieta

Control
Dieta

Alta en
Grasa

Proteína 22.0 23.4
Grasa Vegetal 5.0 5.0
Grasa Animal 0 20.0
Polisacáridos 31.0 20.59
Azúcares simples 31.0 20.59
Fibra dietética 4.0 4.42
Minerales 6.0 5.0
Vitaminas 1.0 1.0
Contenido Energético 4 Kcal /g 5 Kcal/g
Datos obtenidos del análisis garantizado por el fabricante de la
dieta control y calculados a partir de la formulación de la dieta
alta en grasa.

Tabla 7.2. Formulación de la dieta alta en grasa

Componente Concentración
(g/100g de Dieta )

Caseína 11.5
Caseinato de Calcio 11.5
Diclorhidrato de L-Cistina 0.3
Mezcla de Minerales AIN-76 5
Mezcla de Vitaminas AIN-93 VX 1
Clorhidrato de Colina 0.17
α-Celulosa 5
Almidón de maíz 20.4
Glucosa Anhidra 20.4
Aceite de Soya 5
Manteca de cerdo 20

7.2.3. Crías F1

Al día del nacimiento de las crías F1 provenientes de los grupos C y OM, se midió el peso

corporal y se tomaron diversas medidas morfométricas, por medio de un calibrador vernier

(Scala) las cuales consistieron en:
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 Talla: longitud medida desde la punta de la nariz hasta la base de la cola

 Diámetro cefálico: longitud medida en la cabeza a la altura de las orejas

 Diámetro abdominal: longitud medida a la altura de la base de las costillas

 Distancia ano-genital: longitud medida entre el ano y el poro genital

También se calculó el cociente de la distancia cefálica entre la distancia abdominal

(Relación Cefálica-Abdominal) de cada una de las crías correspondientes a cada camada.

Todas las crías F1, desde el nacimiento hasta los 21 d, permanecieron con su respectiva

madre F0; no obstante, a los 2 d las camadas fueron ajustadas a 10 crías/madre, (en nuestro

caso todas las madres parieron más de 10 crías por lo que el número excedente se eutanizó

procurando dejar tanto como fuera posible el mismo número de machos que de hembras). A

partir de los 21 d todas las crías F1 de todos los grupos se alimentaron con dieta control

hasta el final del experimento. De los 50 a los 110 d a un macho y a una hembra F1 de cada

camada se les aplicó un esquema de ejercicio voluntario (ver detalles adelante). El resto de

los descendientes se conservó sin intervención alguna.

Las crías F1 se asignaron dentro de los siguientes 4 grupos experimentales (n=8/grupo):

 Crías F1 descendientes de madres C (C)

 Crías F1 descendientes de madres C e intervenidas con ejercicio (C+E)

 Crías F1 descendientes de madres OM (OM)

 Crías F1 de madres OM e intervenidas con ejercicio (OM+E)

Es importante señalar que los animales F1 asignados dentro de un mismo grupo

experimental provenían de diferente camada y fueron seleccionados al azar. De tal manera

que cada rata del grupo C tenía un hermano en C+E y cada rata del grupo OM tenía un

hermano en OM+E.

A los 36 y 110 d se determinó la química sanguínea (determinación sérica de glucosa

colesterol y triacilglicéridos), así como las hormonas insulina y leptina. A los 50 d se
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determinó el peso corporal y durante el esquema de ejercicio se registró la actividad

realizada en cada sesión. Hacia el final del esquema de ejercicio (de los 100-110 d) se

determinó la ingesta de alimento y finalmente a los 110 d se determinó el índice de

adiposidad y la medición del tamaño de los adipocitos en los cortes histológicos de tejido

adiposo retroperitoneal (Fig. 7.2).

Figura 7.2. Línea del tiempo del tratamiento experimental de las crías. Se esquematiza la alimentación
con dieta control de todos los grupos y el periodo de intervención con ejercicio.

7.2.4. Ejercicio en rueda para roedor

La rueda para roedor empleada consistió en 2 circunferencias paralelas de metal de 30 cm

de diámetro unidas por peldaños de 10 cm de largo, soportadas por una barra diametral

colocada de cada lado la cual fue ensamblada a un eje metálico que permitía el libre giro.

En cada extremo de la barra diametral fue colocado un imán a fin de que pudieran

registrarse el movimiento por el sensor magnético de un odómetro.

El odómetro registró media revolución por cada 2 señales magnéticas sensadas. Así cada

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

(Fig. 7.3).

Figura 7.3. Rueda para roedor. Esquema del dispositivo experimental empleado para el esquema de

ejercicio con los imanes en la barra diametral y el sensor magnético del odómetro fijado al soporte para

evaluar el ejercicio realizado.

Previo a la aplicación del esquema de ejercicio a partir de los 40 d de edad de las crías

experimentales, todos los grupos de crías 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 a los animales. Asimismo, de los 40-50 d a manera de periodo de “adaptación a la

rueda de ejercicio”, se llevaron a cabo cada tercer día sesiones de “capacitación” con cada

una de las hembras y los machos destinados a realizar el esquema de ejercicio. Dichas

sesiones consistieron en intervalos no mayores a 10 min en los cuales los animales

experimentales fueron colocados en las ruedas de ejercicio. En cada sesión se procuró
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lograr que los animales giraran la rueda llamando su atención cuando fuera requerido ya sea

con el movimiento de dedos o algún objeto (tal como se muestra en la Fig. 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 al

momento de aplicar el esquema de ejercicio todos los animales estuvieran aptos para hacer

girar la rueda por sí mismos.

Figura 7.4. Adaptación a la rueda de ejercicio. Rata en capacitación en la rueda para roedor en fase de

obscuridad.

Una vez concluido el periodo de adaptación se aplicó el esquema de ejercicio planteado a

partir de los 50 d y hasta los 110 d, donde a cada cría se le permitió “correr” en el interior

de la rueda en una sesión de 2 lapsos de 15 min de actividad, con un lapso de 15 min de

descanso entre ellos, a razón de 5 sesiones por semana a ritmo voluntario, pues a diferencia

de otros esquemas de ejercicio el aplicado en el presente estudio no implicó estímulos

aplicados por el dispositivo experimental ni por el experimentador para mantener a la rata

en actividad (por ejemplo descargas eléctricas).

7.3. Evaluación del peso corporal e ingesta

Las pesadas se realizaron en una balanza analítica (Adam. PGW 1502e), usándola en la

función de pesaje de animales para el caso del peso corporal. La determinación del peso

corporal se realizó en los periodos establecidos por el diseño experimental tanto en las

madres como en las crías.
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En las crías la determinación de ingesta de alimento promedio se llevó a cabo colocando 3

animales del mismo grupo en una misma caja y pesando la cantidad de alimento presente

en el comedero cada día a las 10:00 horas, reponiéndolo de tal manera que la cantidad de

este no fuera inferior a 50 g.

El cálculo de la ingesta de alimento promedio por día se realizó de acuerdo a la Ec.7.1

reportándose como (g /d).

Ecuación 7.1. Ingesta de alimento por día

ܫ݊ ݃ ݐܽݏ݁ �݀ �݁ܽ ݈݅݉ ݁݊ ݉ݎ�ݐ ݁݀ =݅
−݅ܣ ܣ (݂݃)

݊

Donde:
Ai =alimento inicial (g de alimento en el comedero el día anterior a la determinación)
Af =alimento final (g alimento en el comedero el día de la determinación)
n =animales en la caja durante la determinación

Para cada rata se calculó la ingesta relativa al peso corporal (Ec.6.2.), en donde la ingesta

de alimento promedio por día correspondiente a cada rata (Ec.7.1) se ajustó a cada 100 g

del peso corporal, reportándose como (g /d/100 g de peso corporal).

Ecuación 7.2. Ingesta relativa

ܫ݊ ݃ ݐܽݏ݁ �݀ �݁ܽ ݈݅݉ ݁݊ ݎ݁�ݐ ݈ܽ ݒܽݐ݅ �=
ܫ݊ ݃ ݐܽݏ݁ �݀ �݁ܽ ݈݅݉ ݁݊ ݉ݎ�ݐ ݁݀ ݅

ܲ ݎܽݎܿ�ݏ݁ (݈݃)
× 100

7.4. Eutanasia y disección de los animales experimentales

De acuerdo al diseño experimental tanto las madres como las crías a la edad

correspondiente fueron decapitadas en una guillotina para roedor (Thomas Scientific), con

ayuno previo de 6 horas (06:00-12:00 h sólo con acceso al agua). Al momento de la

decapitación se recolectó una muestra sanguínea (de aproximadamente 5 mL) de la región

cervical en un tubo de ensayo de borosilicato en donde inmediatamente se centrifugó a

1300×g por 15 min a 4° C en una centrifuga refrigerada (Sorvall RT7), a fin de extraer el

suero que fue almacenado en tubos de prolipropileno a −20°C, permaneciendo así por 
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algunos días hasta la determinación de la química sanguínea y la concentración de leptina e

insulina.

Inmediatamente después de la recolección de sangre, se disecó cada animal, según el sexo

(ver tabla 7.3) se extrajo el tejido adiposo de diferente localización y todos ellos fueron

pesados individualmente en una balanza analítica (Sartorius BP 310S).

Tabla 7.3. Localización del tejido adiposo extraído en las crías de
110 d. Se indican cuales se extrajeron solo en hembras o solo machos.

Extraído en
Localización del tejido adiposo Machos Hembras

Retroperitoneal  

Pancreático  

Esternón  

Epidídimo 

Ovárico 

Uterino 

Con los datos registrados de la cantidad de tejido adiposo extraído se determinó el índice de

adiposidad (IA) (Ec.7.3).

Ecuación 7.3. Índice de adiposidad

ܣܫ� = ቆ
ܲ ݐܽܶ�ݏ݁ �݈݀ ݈݁ �ܶ ݆݁ ݅݀ ݀ܣ� ݎܽݐݔܧ�ݏ݅ í݀��(݃)

ܲ ݎܽݎܥ�ݏ݁ �݈��(݃)
ቇ× 100

Con éste parámetro calculado se puede hacer una mejor estimación del desarrollo del

fenotipo obeso en los animales experimentales, debido a que este parámetro está

estrechamente relacionado con el contenido de tejido adiposo en el cuerpo (Taylor and

Phillips 1996; Kumar, Sunvold et al. 1999).

7.4.1. Histología del tejido adiposo

Inmediatamente después de la determinación del peso del tejido adiposo retroperitoneal, se

seccionó una porción de aproximadamente 300 mg y se fijó con 8 mL de solución al 10%

(p/v) de paraformaldehído en PBS 0.05 mM por 24 horas a 4° C, transcurrido el tiempo, el
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tejido fijado se lavó tres veces y se almacenó a 4° C con PBS a 0.05 mM hasta el momento

de su procesamiento. Cada porción de tejido fijado, se sometió a proceso automático de

deshidratación mediante lavados sucesivos con soluciones alcohólicas de concentración

creciente seguida de su preparación con xilol, en un procesador de tejidos histokinette

(Sakura Tissue–Tek II 46406) para su posterior inclusión en parafina fundida (McCormick

Scientific, Standard Paraplast) a 56-58 ° C.

Después de obtener el tejido en un bloque sólido, este se seccionó con un micrótomo

(American Optical 820), en rebanadas finas de 5 μm de espesor que fueron adheridas a 

portaobjetos tratados previamente con poli-L-lisina. Los cortes montados en los

portaobjetos fueron desparafinados y rehidratados para su posterior tinción con HE

mediante la técnica estándar (Fischer, Jacobson et al. 2008).

Los cortes histológicos teñidos fueron observados al microscopio (Olympus BX51) con el

objetivo de 10X y se tomaron micrografías digitales en formato JPEG con una cámara

(Olympus DP-72) adaptada al equipo, añadiendo automáticamente una barra escaladora en

la imagen digital, correspondiente a 50 µm para calibración, mediante un software diseñado

para la obtención de imágenes digitales (Olympus DP2-BSW). Posteriormente una

micrografía digital correspondiente a cada rata experimental fue analizada mediante un

software de procesamiento de imágenes (Carl Zeiss AxioVision LE), seleccionando

manualmente la región delimitada por los bordes de cada adipocito entero en la imagen

cuyas áreas se cuantificaron automáticamente en µm2.

7.5. Química Sanguínea

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

durante 15 min previos al inicio del análisis.

La medición de la concentración sanguínea de glucosa, colesterol total y triacilgliceroles,

así 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 diseñados para dicho sistema. Las determinaciones se llevaron a cabo con

reactivos diseñados especialmente para este sistema y los parámetros antes mencionados

fueron programados en el equipo, el cual realiza el análisis espectrofotométrico a partir de

ensayos enzimáticos que se describen a continuación.

7.5.1. Glucosa

La concentración de glucosa se determinó por un método de punto final a tiempo fijo

utilizando el reactivo comercial para determinación 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, además de otras substancias no reactivas necesarias para el

funcionamiento óptimo del sistema. El sistema dispensa en forma automática los

volúmenes de muestra y reactivo. La proporción es 1 parte de muestra a 100 partes de

reactivo.

En las reacciones dadas durante la corrida, la hexocinasa cataliza la transferencia de un

grupo fosfato a partir del ATP a la glucosa formándose ADP y glucosa-6-fosfato. Luego la

glucosa-6-fosfato se oxida a 6-fosfogluconolactona con la reducción concomitante de

NAD+ a NADH por la acción catalítica de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

El sistema monitoriza el cambio de absorbancia a  λ=340 nm. El cambio de absorbancia es 

directamente proporcional a la concentración de glucosa en la muestra y es usado por el

sistema para calcularla y expresarla en mg/dL.

7.5.2. Colesterol

Se utilizó un método de punto final a tiempo fijo empleando el reactivo comercial para

determinación 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 UI/L, peroxidasa

6667 UI/L, además de otras substancias no reactivas necesarias para el funcionamiento
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óptimo del sistema. En el sistema automatizado dispensa los volúmenes apropiados de

muestra y reactivo en una cubeta, en proporción de 1 parte de muestra a 100 partes de

reactivo.

En las reacciones efectuadas en el equipo, la colesterol esterasa hidroliza los ésteres de

colesterol a colesterol libre y ácidos grasos, el colesterol libre es oxidado a colestén-3-ona y

peróxido de hidrógeno por medio de la colesterol oxidasa, la peroxidasa cataliza la reacción

del peróxido de hidrógeno con 4-AAP y fenol produciendo quinoneímina, un producto de

color.

Así, el sistema determina el cambio de absorbancia a λ=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 concentración de colesterol en mg/dL.

7.5.3. Triacilglicéridos

Para esta determinación se utilizó un reactivo comercial para determinación de

triacilglicéridos (Synchron GPO 445850), mediante un método de punto final a tiempo fijo

donde el sistema dispensa automáticamente los volúmenes en proporción 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, ácido 3,5-

dicloro-2-hidroxibenzeno sulfónico (DHBS) 1.56 mM, peróxidasa de rábano 9 KUI/L,

además de otras substancias no reactivas necesarias para el funcionamiento óptimo del

sistema.

Por la adición del reactivo los triacilgliceridos de la muestra son hidrolizados a glicerol y

ácidos grasos libres por medio de la lipasa dándose así una secuencia de tres pasos

enzimáticos donde el glicerol es transformado por la glicerol cinasa en glicerol-3-fosfato, y

este por acción de la glicerolfosfato oxidasa se transforma en dihidroxiacetona y H2O2, de

esta forma la peroxidasa de rábano causa el acoplamiento oxidante a partir del peróxido de
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hidrógeno generado junto con el DHBS y la 4-AAP para formar un colorante rojo de

quinoneímina.

7.6. Determinación de hormonas

Tanto la concentración de insulina como la de leptina se determinó por radioinmunoanálisis

(RIA). En dicha técnica, una concentración establecida de antígeno marcado

radiactivamente es mezclada con una concentración desconocida de antígeno de la muestra

(analito) e incubada con una dilución constante de antisuero de tal forma que la

concentración de sitios de unión al antígeno en los anticuerpos sea limitada, (por ejemplo,

cuando sólo el 50% del antígeno puede ser unido al anticuerpo).

En este tipo de sistemas debe existir competencia entre los antígenos marcados y no

marcados (provenientes de la muestra), por el número limitado y constante de los sitios de

unión disponibles en el antisuero. Así, la cantidad de antígeno marcado unido al anticuerpo

disminuye a medida que la concentración de antígeno no marcado aumenta. Esto puede ser

medido después de separar el complejo antígeno-anticuerpo formado del antígeno marcado

libre (por ejemplo mediante inmunoprecipitación), midiendo la radiactividad ya sea de una

u otra fracción o bien de ambas, pudiéndose establecer una curva patrón con una serie de

estándares que incrementen su concentración de antígeno no marcado y a partir de ésta

curva, la cantidad desconocida de antígeno en la muestras puede ser calculada (Lehninger,

Nelson et al. 2008).

Las muestras de suero conservadas a −20° C, fueron descongeladas a temperatura ambiente 

durante 15 min antes de poner una cantidad de 100 µL de muestra en tubos de boro-silicato

para centelleo según el protocolo de la determinación con el estuche correspondiente.
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7.6.1. Leptina

Se utilizó un estuche de RIA para leptina de rata (LINCO RL-83K), el cual utiliza leptina

de rata marcada con el isótopo radiactivo 125I y un antisuero específico para leptina de rata

con una sensibilidad de 0.5 ng/mL.

7.6.2. Insulina

Asimismo, se utilizó un estuche de RIA para insulina de rata (LINCO RI-13K), en el cual

se emplea insulina de rata marcada con el isótopo radiactivo 125I y un antisuero específico

para leptina de rata con una sensibilidad de 0.1 ng/mL. Cabe señalar que cada estuche

contiene sus propios estándares de leptina e insulina con los cuales se elaboró la curva

patrón. Para ambas determinaciones, se usó un contador de radiaciones γ (Packard 

Instruments).

7.6.3. Índice de resistencia a la insulina

El índice de resistencia a la insulina (IRI) se determinó de acuerdo la Ec. 7.4, utilizando los

factores de conversión 1/18 y 25 para adecuar la concentración de glucosa obtenida en

mg/dL y de insulina en ng/mL al modelo de análisis homeostático (HOMA por sus siglas

en inglés), en donde el producto de la glucosa en mM y la insulina en mUI/L es divido por

22.5 (Matthews, Hosker et al. 1985).

Ecuación 7.4. Índice de resistencia a la insulina

ܫܴ =ܫ

ܩ) ݑ݈ ݏܽܿ ��(݉݃ ⁄ܮ݀ ))
18 × ܫ݊) ݃݊)��݈ܽ݊݅ݑݏ ⁄ܮ݉ )) × 25

22.5
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7.7. Análisis estadístico

El análisis de los parámetros maternos, así como de los diferentes parámetros

correspondientes a las crías hasta los 50 d consistió en la comparación de los efectos de la

alimentación materna, empleándose la prueba t-Student a fin de comparar los grupos

experimentales C y OM.

En el caso del esquema de ejercicio se tomó en cuenta la distancia recorrida promedio por

sesión. Primero se analizó todo el esquema, de los 50 a los 110 d, comparándolos grupos

C+E vs OM+E por t-Student. Posteriormente, con la finalidad de identificar posibles

diferencias en el ejercicio durante el transcurso del esquema de ejercicio, éste se dividió en

dos periodos, el primero incluyó los datos obtenidos de los 50 a los 80 d y el segundo los

obtenidos de los 81-110 d, en este caso se llevó acabo Análisis de Varianza (ANOVA por

sus abreviación en inglés) de dos vías considerando al grupo experimental y periodo de

ejercicio como los factores correspondientes.

Con el fin de analizar los diversos parámetros de los descendientes (correspondientes a los

cuatro grupos experimentales) después de los 110 d, se llevó a cabo el ANOVA de dos vías,

en donde la alimentación materna y el esquema de ejercicio fueron considerados como

factores correspondientes al análisis.

Los datos se expresan como la media aritmética ± el error estándar de la media (EE). Se

empleó la prueba de comparación múltiple de Tukey en el ANOVA. En todos los casos, se

consideró diferencia significativa con P<0.05.

Con la finalidad de tener una visión general de la distribución del tamaño de los adipocitos de las

crías, se construyó un histograma de frecuencias relativas para cada grupo utilizando en conjunto

todos los datos de área obtenidos. Los datos se agruparon desde el origen en categorías

correspondientes a intervalos de 500 µm2 en el caso de los machos y de 200 µm2 en el caso

de las hembras. El ancho de categoría w (Ec. 7.5) se definió por aproximación a múltiplos

de 100 el cociente del recorrido estadístico del área del adipocito del grupo C (Valor
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máximo-Valor mínimo) entre el número de clases determinado en función del número datos

empleados (n) de acuerdo la regla de Sturges (1+log2 n) (Sturges 1926).

Ecuación 7.5. Ancho de categoría

ݓ ≈
ܸܽ ܯ�ݎ݈ á݅ݔ ݉ − ܸܽ ܯ�ݎ݈ í݊݅݉ �

1 + logଶ݊

En el caso del tamaño del adipocito, los datos no se pudieron modelar con la distribución

normal. Debido a que los adipocitos adoptan una configuración poliédrica cuando están

agrupados en el tejido adiposo, al momento de ser analizados en dos dimensiones tienen un

aspecto reticular característico en el que se observan celdas delimitadas por polígonos

correspondientes a cada célula. El aspecto reticular de los cortes del tejido adiposo sugiere

diagrama de Poisson-Voronoi; el cual es un caso particular de la división del espacio en dos

dimensiones, donde dado un número de centros distribuidos al azar, el plano es dividido de

acuerdo a sus áreas de influencia y así cada celda contiene todos los puntos más cercanos a

su centro de origen (Tanemura 2003).

Los diagramas de Poisson-Voronoi son especialmente importantes para modelar y describir

una amplia variedad de fenómenos naturales y sociales. Se ha propuesto que la distribución

de tamaño de las celdas de Poisson-Voronoi se ajusta a la función de densidad de

probabilidad gamma (Ferenc and Néda 2007). De esta manera se puede modelar la

frecuencia relativa del área del adipocito como función del área del adipocito mediante la

distribución gamma.
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La FDP gamma (Ec.7.6) consta de un parámetro de forma (a), relacionado directamente

con la asimetría en la agrupación de los datos y otro parámetro de escala inverso (b),

relacionado inversamente con la dispersión de la distribución (ver detalles adelante)(Panik

2005).

Ecuación 7.6. Función de densidad de probabilidad gamma

(࢞)ࢌ =
ࢇ࢈

ડ(ࢇ)
࢞࢈ିࢋିࢇ࢞

Donde:

(࢞)ࢌ = Frecuencia Relativa

=࢞ Área del adipocito

ࢇ = Parámetro de forma

࢈ = Parámetro de escala inverso

ડ(ࢇ) =Función gamma

=ࢋ .ૠૡૡ��. . . = Base de los logaritmos naturales

Los parámetros de forma (a) y de escala inverso (b) se obtuvieron estimadores por el

método de los momentos (Ecs. 7.7 y 7.8) (Panik 2005), los cuales permiten utilizar el

total de los datos del área de los adipocitos obtenidos en cada grupo.

Ecuación 7.7. Estimador del parámetro de forma

ෝࢇ =
ഥ࢞

∑ −࢞) ഥ)࢞
ୀ

Ecuación 7.8. Estimador del parámetro de escala inverso

࢈ =
ഥ࢞

∑ −࢞) ഥ)࢞
ୀ

Dónde:

 = Número de adipocitos medidos

=ഥ࢞ Área promedio del adipocito

=࢞ Área del i-ésimo adipocito
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La función gamma (Ec. 7.9) aparece en el denominador de la FDP gamma (Ec.7.6) y es una

integral definida.

Ecuación 7.9. Función gamma

ડ(ࢇ) = න ࢚ࢊ࢚ିࢋିࢇ࢚
ஶ



Donde:

=࢚ Variable real

=ࢋ .ૠૡૡ��. . . = Base de los logaritmos naturales

Con los parámetros estimados se construyó la función de densidad de probabilidad para

cada grupo y se realizó la prueba de bondad de ajuste por χ2 al histograma correspondiente.

Asimismo, el parámetro de forma se utilizó para determinar la asimetría (S) (Ec.7.10) y

curtosis (K) (Ec.7.11) y los parámetros ܽ y ܾ para determinar la moda (Ec. 7.12) a fin de

poder analizar mejor la distribución en cada grupo (Mendenhall, Wackerly et al. 1990;

Panik 2005).

Ecuación 7.10. Asimetría de la distribución gamma

ܵ=
2

√ܽ

Ecuación 7.11. Exceso de curtosis de la distribución gamma

ܭ =
6

ܽ

Ecuación 7.12. Moda de la distribución gamma

ܯ ݀ ܽ =
(ܽ− 1)

ܾ
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8. RESULTADOS

8.1. Madres experimentales F0

8.1.1. Crecimiento materno F0

8.1.1.1. Crecimiento materno F0 antes de aparear

El peso de las madres experimentales fue registrado semanalmente, previo al apareamiento

y se detectó que el grupo OM tuvo una mayor ganancia de peso respecto al C a partir de los

90 d hasta el día del inicio del periodo de apareamiento (Fig 8.1).

Edad de las hembras antes del apareamiento (d)

Figura 8.1. Curva de crecimiento materno F0 antes de aparear. Peso corporal materno medido
semanalmente de los 21 a los 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. Parámetros bioquímicos y hormonales maternos F0 al apareamiento

A los 120 d (antes del apareamiento), en las hembras experimentales se midieron algunos

parámetros hormonales y bioquímicos. En cuanto a los parámetros asociados al

metabolismo de la glucosa, se encontró una elevación estadísticamente significativa en la

concentración sérica de insulina, glucosa y el IRI en el grupo OM. Por lo que respecta a los

parámetros asociados al metabolismo de lípidos, se detectó que la concentración sérica de

leptina y triacilglicéridos fue mayor en el grupo OM, no encontrándose diferencias entre

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

Figura 8.2. Parámetros maternos F0 antes del apareamiento (120 d). Concentraciones séricas de insulina,

glucosa, índice de resistencia a la insulina (IRI), leptina, triacilglicéridos y colesterol. Media ± EE, n=8, *

(P<0.05).
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8.1.2. Gestación y lactancia F0

8.1.2.1. Ganancia de peso corporal materno F0 en la gestación y lactancia

Durante el periodo de gestación, el peso corporal del grupo OM fue mayor respecto al C

hasta el 17 d, sin embargo, hacia el día del parto los dos grupos experimentales, mostraron

el mismo peso corporal promedio. Por otro lado, el grupo OM durante los primeros 3 d de

lactancia pesaron mas que el C con diferencia significativa y en el resto de la lactancia, el

peso corporal materno en ambos grupos no fue diferente estadísticamente hasta el final de

este periodo (21 d), (Fig. 8.3).

Figura 8.3. Peso corporal materno F0 durante la gestación y lactancia. Peso corporal materno medido
diariamente durante la gestación y lactancia de las madres del grupo C y madres del grupo MO. Media ± EE,
n=8, * (P<0.05).
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8.1.2.2. Glucosa e insulina maternas F0 al final de la lactancia

Al final de la lactancia se observó que las madres del grupo OM tuvieron concentraciones

más elevadas de insulina, glucosa e IRIrespecto al C (Fig.8.4).

Figura 8.4. Insulina, glucosa e IRI maternos F0 al final de la lactancia. Concentración en suero a los 21 de de
lactancia de las madres del C y OM. Media ± EE, n=8, *(P<0.05) vs C

8.1.2.3. Colesterol, triacilglicéridos y leptina maternos F0 al final de la lactancia

Asimismo, la concentración en suero de leptina y triacilglicéridos se encontraron elevados

en el grupo OM respecto a C (Fig. 8.5).

Figura 8.5. Leptina, triacilglicéridos y colesterol maternos F0 al final de la lactancia. Concentración en
suero a los 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. Crías F1

8.2.1. Crías F1 durante la lactancia

8.2.1.1. Medidas morfométricas al nacimiento de las crías F1

De las mediciones de las crías obtenidas al nacimiento, se observó un menor peso corporal

con diferencia significativa en los machos del grupo OM, mientras que en las hembras no

se detectó diferencia alguna. En el caso de las medidas morfométricas sólo se detectó que la

DAG en los machos fue menor en el grupo OM respecto al C. Además El cociente

DAG/peso corporal también fue menor (Tabla 8.1).

Tabla 8.1. Pesos y medidas morfométricas al nacimiento de las crías F1. Mediciones realizadas a las crías
hembras y machos el día de su nacimiento. Se representa la Media ± EE del valor obtenido en cada camada,
n=8 camadas, * (P<0.05).

MACHOS HEMBRAS

GRUPO C OM C OM

Peso (g) 5.6 ± 0.04 5.4 ± 0.07* 5.6 ± 0.06 5.5 ±0.06

Talla (cm) 5.1 ± 0.2 4.7 ± 0.2 5.0 ± 0.2 4.8 ± 0.1

Diámetro cefálico (mm) 10.5 ± 0.1 10.7 ± 0.2 10.4 ± 0.1 10.7 ± 0.1

Diámetro abdominal (mm) 12.2 ± 0.2 12.3 ± 0.2 12.4 ± 0.3 12.0 ± 0.2

Relación diámetro cefálico: abdominal 0.85 ± 0.02 0.86 ± 0.02 0.88 ± 0.04 0.88 ± 0.05

Distancia aogenital (DAG) (mm) 3.9 ± 0.1 3.2 ± 0.1* 2.2 ± 0.2 1.9 ± 0.1

DAG/Peso (mm/g) 0.7±0.03 0.6±0.02* 0.4±0.03 0.3±0.02
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8.2.2. Crías F1 a los 36 d

8.2.2.1. Insulina, glucosa e índice de resistencia a la insulina

En las determinaciones de insulina, glucosa e IRI de las crías F1 a los 36 d, no se detectaron

diferencias en los machos; sin embargo, las hembras presentaron mayor concentración de

insulina e IRI en el grupo OM respecto al C (Fig. 8.6).
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Figura 8.6. Insulina, glucosa e índice de resistencia a la insulina (IRI) a los 36 de las Crías F1.
Concentraciones determinadas en las crías 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. Colesterol, triacilglicéridos y leptina

En las crías F1 a los 36 d no se detectaron cambios en las concentraciones de colesterol en

hembras ni en machos. No obstante la concentración de triacilglicéridos y leptina fue mayor

en machos OM respecto al C; en las hembras no hubo diferencias significativas (Fig. 8.7).
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Figura 8.7. Colesterol, triacilglicéridos y leptina a los 36 d de las crías F1. Concentraciones en suero
determinadas en las crías descendientes de madres de los grupos C y OM. Media ± EE, n=8, * (P<0.05) vs C.
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8.2.3. Antes de la intervención con ejercicio (a los 50 d)

8.2.3.1. Peso corporal

Antes del inicio del esquema de ejercicio se midió el peso corporal de las hembras y los

machos correspondientes a los dos grupos experimentales. A pesar de que las crías

experimentales provenían de madres con diferente tipo de la alimentación, no se detectaron

diferencias estadísticamente significativas en las crías de cada uno de los grupos (datos no

mostrados).

8.2.4. Durante la intervención con ejercicio (a los 50-110 d)

8.2.4.1. Ejercicio realizado

Respecto a la actividad física, registrada para cada animal como metros recorridos en cada

sesión de 30 min, independientemente del grupo experimental, se observó que las hembras

registraron mayor distancia que los machos (Tabla 8.2). Asimismo, se encontró que tanto

en machos como en hembras, las crías del grupo OM+E en promedio recorrieron mayor

distancia por sesión con una diferencia estadísticamente significativa respeto al grupo C

(Fig. 8.8).

Tabla 8.2. Actividad física de las crías F1 de los 50-110 d. Se representa la Media ±

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 el ejercicio realizado a lo largo del experimento se observó que en los machos

C+E no hubo cambios en la distancia recorrida por sesión durante al primera y segunda

mitad del esquema de ejercicio, en cambio, la distancia recorrida por el 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 el C+E durante el mismo periodo de ejercicio. En el

caso de las hembras tanto del grupo C como del OM, la distancia recorrida por sesión fue

mayor en la segunda mitad. Asimismo la distancia recorrida por el grupo C+E en la primera

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

Figura 8.8. Ejercicio realizado por las crías F1 de los 50 - 110 d. Distancia total recorrida por sesión.
Letras diferentes denotan diferencia entre periodos de ejercicio dentro del mismo grupo experimental, (*)
denota diferencia entre grupos experimentales dentro del mismo periodo de ejercicio. Media ± EE, n=8
(P<0.05).
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8.2.5. Después de la intervención con ejercicio en las crías F1 (a los 110 d)

8.2.5.1. Peso corporal e ingesta

No se registraron diferencias significativas en el peso corporal a los 110 d en los diferentes

grupos respecto al C; de igual manera no se detectaron diferencias significativas para el

caso de la ingesta diaria de alimento por rata ajustada al peso corporal (Fig. 8.9).

Figura 8.9. Peso corporal e ingesta a los 110 d de las crías F1. Se midió el peso corporal y se determinó la
ingesta absoluta y la ingesta relativa por cada 100g de peso en machos y hembras. Media ± EE, n=8.

A. Machos

B. Hembras
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8.2.5.2. Índice de adiposidad, leptina, triacilglicéridos y colesterol

Tanto el tejido adiposo total como el IA en los machos fue más elevado en el grupo OM

respecto al 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 a l IA. En

cuanto a la determinación de leptina, en ambos sexos fue posible identificar un aumento

significativo en la concentración el grupo OM respecto al C, sin embargo, sólo los machos

del grupo OM+E mostraron recuperación en este parámetro al mostrar valores

estadísticamente iguales a los del C (Fig. 8.10).
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Figura 8.10. Tejido adiposo, índice de adiposidad y leptina a los 110 d de las crías F1. Parámetros
medidos en machos y hembras. Media ± EE, n=8. (*) Denota diferencia entre grupos con diferente
alimentación materna y mismo esquema de ejercicio y letras diferentes para grupos con diferente esquema de
ejercicio y mismo tipo de alimentación materna (P<0.05).
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En cuanto a la concentración de triacilglicéridos, los machos OM mostraron un incremento

respecto al C y una recuperación parcial en este parámetro en el grupo intervenido OM + E,

al mostrar un valor menor que OM, pero mayor que C + E. En el caso de las hembras, este

parámetro 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 crías F1. Parámetros medidos en machos y
hembras Media ± EE, n=8. (*) Denota diferencias entre grupos con diferente alimentación materna y mismo
esquema de ejercicio y letras diferentes para grupos con diferente esquema de ejercicio y mismo tipo de
alimentación materna (P<0.05).
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8.2.5.3. Insulina, glucosa e IRI

De acuerdo a los valores obtenidos en los machos respecto a la concentración sérica de

insulina, se observó que esta fue mayor tanto en el grupo OM y OM+E respecto a los

grupos C y C+E, por lo que se puede decir que no hubo recuperación en este parámetro. En

cuanto a la concentración de glucosa en suero, se detectó un incremento en el IRI en los

grupos OM y OM+E respecto a los grupos C y C+E, denotando recuperación nula en este

parámetro por la intervención con ejercicio. Las hembras no denotaron diferencias

significativas entre grupos en cuanto a la glucosa, insulina o el IRI (Fig.8.12).

A. Machos

B. Hembras

Figura 8.12. Insulina, glucosa e índice de resistencia a la insulina (IRI) de las crías F1 a los 110 d.
Parámetros medidos en machos y hembras. Media ± EE, n=8. (*) Denota diferencias entre grupos con
diferente alimentación materna y mismo esquema de ejercicio y letras diferentes para grupos con diferente
esquema de ejercicio y mismo tipo de alimentación materna (P<0.05).
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8.2.5.4. Tamaño del adipocito

Partiendo de las imágenes digitales tomadas de los cortes histológicos del tejido adiposo

retroperitoneal teñidos por HE (Fig. 8.13 y 8.14), se determinó el área de cada adipocito y

se analizó su distribución de frecuencias.

Figura 8.13. Tejido adiposo retroperitoneal de machos F1 de 110 d. Cortes histológicos teñidos con
hematoxilina y eosina observados a 50X correspondientes a los grupos experimentales C, C+E, OM y OM+E.
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Machos
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Figura 8.14. Tejido adiposo retroperitoneal de hembras F1 de 110 d. Cortes histológicos teñidos con
hematoxilina y eosina observados a 50X correspondientes a los grupos experimentales C, C+E, OM y OM+E.

Hembras
C C+E

OM OM+E
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La frecuencia relativa correspondiente a cada intervalo de 500 µm en los machos y 200 µm

en las hembras los histogramas fue comparada con la frecuencia relativa calculada con los

parámetros estimados de la distribución gamma en cada grupo (Fig.7.15.A y 7.15.B.). La

bondad de ajuste se determinó por χ2 y se alcanzó p< 0.001 en todos los casos.

La distribución en crías MO fue menos asimétrica que C, mientras que en los grupos que

hicieron ejercicio (C + E y MO + E) la asimetría y dispersión se redujeron respecto a C y

MO.

A. Machos

Figura 8.15. Distribución del tamaño del adipocito de machos F1 de 110 d. Histograma de frecuencias
relativas (barras grises) y función de densidad de probabilidad gamma (línea continua) con los parámetros de
cada grupo.
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B. Hembras

Figura 8.16. Distribución del tamaño del adipocito de hembras F1 de 110 d. Histograma de frecuencias
relativas (barras grises) y función de densidad de probabilidad gamma (línea continua) con los parámetros de
cada grupo.
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Con el total de datos de cada grupo se calcularon: la media, desviación estándar, moda los

parámetros de la distribución gamma, así como la asimetría y curtosis (Tabla 8.3).

Tabla 8.3. Parámetros estimados de la distribución del tamaño del adipocito. Se muestran medidas de
tendencia central, desviación estándar y los parámetros de la distribución gamma además de la asimetría y
curtosis correspondientes a cada grupo, n= adipocitos medidos.

Grupo C C+E OM OM+E

Machos

n 179 198 218 192

Media (μm2) 2035 1902 4727 3014

Desviación estándar (μm2) 1156 672 1985 1106

Moda (μm2) 1379 1665 3894 2608

a 3.1012 8.0065 5.6724 7.4274

b 0.0015 0.0042 0.0012 0.0025

Asimetría 1.14 0.71 0.84 0.73

Exceso de curtosis 1.93 0.75 1.05 0.81

Hembras

n 240 270 276 235

Media (μm2) 1678 1519 2558 2126

Desviación estándar (μm2) 874.8 548.3 984.3 926.5

Moda (μm2) 1222 1321 2180 1723

a 3.6783 7.6769 6.7555 5.2672

b 0.0022 0.0051 0.0026 0.0025

Asimetría 1.04 0.72 0.77 0.87

Exceso de curtosis 1.62 0.78 0.89 1.14

Respecto a la moda se pudo observar en machos y hembras que en OM este valor se

desplazó hacia valores más grandes respecto a C mientras que en el grupo OM+E esta

tendencia se revirtió situando a la media en un valor intermedio en ambos grupos. Respecto

a la forma de la distribución en los machos MO fue menos asimétrica que C, mientras que

los grupos que hicieron ejercicio (C+E y MO+E) la asimetría y dispersión se redujeron

respecto a C y MO. En las crías hembras la distribución en crías MO fue más simétrica que

C, mientras que los grupos que hicieron ejercicio (C+E y MO+E) redujeron su dispersión

respecto a C y MO.
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9. DISCUSIÓN

Los cambios económicos, tecnológicos y de estilos de vida han producido la abundancia de

comida barata y con alto contenido calórico asociados con la disminución de la actividad

física necesaria, en otras palabras estamos comiendo más y moviéndonos menos. Dado el

aumento de la prevalencia de obesidad en mujeres embarazadas (Nelson, Matthews et al.

2010) se ha propuesto en modelos experimentales la intervención tanto nutricional como

con ejercicio en la obesidad materna para prevenir el daño metabólico en los descendientes

(Zambrano 2010), sin embargo, aún es necesario el desarrollo de medidas de intervención

directamente en la progenie de madres obesas que permitan compensar las afectaciones

metabólicas.

La obesidad es un problema de salud pública que se ha incrementado sustancialmente en las

últimas décadas y probablemente permanezca en el fututo próximo (Leddy, Power et al.

2008), pues no sólo 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 II, generando un círculo vicioso

transgeneracional (Dabelea and Crume 2011). De esta manera, se ha demostrado con

animales que el consumo de dieta alta en grasa antes y durante la preñez, predispone a la

progenie a padecer obesidad en la edad adulta, además se ha observado que la obesidad

materna y no el consumo de dieta alta en grasa per se es mecanismo primario por el cual la

progenie es conducida a la obesidad (White, Purpera et al. 2009).

En el presente estudio la obesidad materna se modeló alimentando a hembras

experimentales con dieta alta en grasa desde los 21 d hasta los 90 d en hembras F0 del

grupo OM, lo cual produjo aumento significativo en el peso corporal respecto al C; sin

embargo, se ha propuesto que los efectos metabólicos 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 acumulación de grasa corporal en roedores en tan solo 4

semanas de alimentación con dieta alta en grasa (McDonald, Pesarchuk et al. 2011),

suponiendo afectación metabólica de las madres F0 del grupo OM desde antes de la
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concepción, la cual se manifestó mediante la elevación de la concentración de glucosa,

insulina, triacilglicéridos y leptina a los 120 d.

Dichas afectaciones metabólicas implican posibles daños 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 folículos ováricos apoptóticos, ovocitos más pequeños y

menos maduros, e incluso con mayor cantidad de alteraciones cromosómicas (Jungheim,

Schoeller et al. 2010; Luzzo, Wang et al. 2012).

Durante la mayor parte del periodo de gestación, las hembras F0 del grupo OM

mantuvieron mayor peso corporal respecto al C; incluso al momento del parto las hembras

OM presentaron mayor peso corporal respecto al C con una diferencia similar a la detectada

hasta antes del apareamiento. Por lo que podríamos inferir que la mayor parte de esta

diferencia en el grupo OM durante la gestación y los primeros días de lactancia corresponde

a la acumulación de masa corporal alcanzada desde antes del apareamiento ocasionada por

la dieta alta en grasa.

En cuanto al periodo de lactancia, llama la atención que la diferencia en el peso corporal

materno F0 entre los grupos C y OM sólo se mantiene durante los tres primeros días, al

observarse una reducción gradual del peso corporal en el grupo OM hasta alcanzar los

mismos niveles registrados en el C durante el resto de la lactancia. No obstante, a los 21 d

de lactancia se observó incremento en las madres F0 OM en la concentración de insulina,

glucosa y consecuentemente en el IRI así como incremento en la leptina y triacilglicéridos.

Por lo que se puede decir que el daño metabólico en las madres F0 del grupo OM

permanece a lo largo de la lactancia a pesar de tener el mismo peso corporal que el C al

final de la lactancia.

La reducción del peso corporal materno F0 acompañado con el aumento en la

concentración de triacilglicéridos en el presente estudio, podría estar relacionado con una

movilización importante de grasas, durante el periodo de lactancia. Esto se ha demostrado

en perfiles lipídicos de ratas amamantando donde se ha observado un incremento en las
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lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) circulantes, que permanecen hasta tres

semanas post-parto (Bosch and Camejo 1967). Este hecho supone que los lípidos

movilizados en la madre finalmente llegarán a la cría a través de la leche, teniendo una

fuerte injerencia en la programación del desarrollo de las crías.

Al nacimiento de las crías F1 únicamente se observó menor peso corporal en los machos

OM, hecho que no se contrapone a lo reportado en este modelo por nuestro equipo de

trabajo anteriormente (Zambrano 2010); incluso otros grupos de investigación han

observado que la obesidad materna puede reducir el tamaño fetal (Jungheim, Schoeller et

al. 2010). Por otra parte, en humanos se ha observado una alta incidencia de macrosomía en

descendientes de madres obesas (Ehrenberg, Mercer et al. 2004), por lo que los resultados

en este estudio parecen contradictorios. Sin embargo, es necesario aclarar que en

comparación con los humanos los roedores nacen menos desarrollados (Luzzo, Wang et al.

2012), por otra parte en mujeres con obesidad severa y obesidad mórbida se ha reportado

una proporción significativa de nacimiento de infantes cuyo peso al nacer es menor al

percentil 10 correspondiente a su edad gestacional, considerados pequeños 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 comparación con el 10 % de

PEG de la población en general (Rajasingam, Seed et al. 2009).

Respecto a la distancia ano-genital medida al nacimiento, se observó una reducción en el

grupo OM respecto al C, la cual fue independiente del tamaño de la cría. Dicho efecto

morfológico congénito podría estar asociado a hipogonadismo, ya que la función

reproductiva de los animales puede ser afectada por varios factores ambientales actuando

en diferentes etapas del desarrollo las cuales son mediadas por cambios en el eje

hipotálamo-hipófisis-gónada, de esta manera se han propuesto mecanismos de daños tanto

testiculares como hipofisarios asociados a la obesidad (Phillips and Tanphaichitr 2010;

Zambrano, Guzman et al. 2013).

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

y la lactancia tiene efectos a largo plazo en la función reproductiva en los descendientes en



73

la edad adulta, ya que disminuye la concentración, viabilidad y motilidad del

espermatozoide además de la disminución del contenido de enzimas antioxidantes y

aumento de los biomarcadores de estrés oxidante (Vega-Garcia 2012).

Los animales de laboratorio normalmente se encuentran confinados en jaulas que restringen

significativamente su actividad física, de tal manera que cerca del 90% del total del gasto

energético diario se lleva a cabo en reposo y el 10% restante corresponde a la actividad

física (Ichikawa and Fujita 1987). Este perfil de gasto energético se puede equiparar al de

personas con alto nivel de sedentarismo (Ichikawa, Fujita et al. 2000). Así, el esquema de

ejercicio a ritmo voluntario aplicado en el presente estudio fue capaz de mostrar efectos

metabólicos importantes en la progenie F1 de madres obesas F0.

En los esquemas de ejercicio experimental en rueda para roedor comúnmente empleados en

investigación, el entrenamiento se lleva acabo alojando al animal experimental en una jaula

con libre acceso a la rueda de ejercicio, en donde una rata adulta puede alcanzar un

recorrido de alrededor de 3000m /d (Ichikawa, Fujita et al. 2000; Ferreira, Lamarque et al.

2006; Schroeder, Shbiro et al. 2010; Rajia, Chen et al. 2013). En dichos esquemas se evalúa

la actividad física a lo largo de varias horas o de todo un día, analizando la distancia

acumulada en el periodo de acceso al dispositivo, no obstante es difícil valorar periodos de

actividad continua, por lo cual la restricción en el tiempo de acceso a la rueda de ejercicio

(30 minutos al día) permitió estudiar mejor la intensidad del ejercicio.

Así mismo se ha reportado que en roedores con acceso libre a la rueda de ejercicio se

pueden producir modificaciones en la conducta alimentaria en respuesta a la actividad física

(Looy and Eikelboom 1989), lo que podría representar una desventaja al analizar los

efectos metabólicos del ejercicio de manera independiente de la ingesta de la alimento.

Si bien la cantidad de actividad física para prevenir las complicaciones metabólicas no está

bien determinada en humanos, las guías de la Asociación Americana del Corazón y del

Departamento de Salud y Servicios Sociales de los Estados Unidos recomiendan para

mantener un buen estado de salud al menos 150 min/semana (Haskell, Lee et al. 2007). De
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esta manera, el esquema 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 estableció previamente en un experimento piloto realizado por nuestro equipo de

trabajo), permitió modelar la actividad fisica propuesta para prevenir alteración metabólica

en humanos.

En cuanto a la cantidad de ejercicio realizada lo largo del esquema aplicado en el presente

estudio, llama la atención que a excepción de los machos F1 C, en todos los grupos la

distancia recorrida por sesión en la segunda mitad del esquema fue mayor que en la

segunda mitad. Esto podría deberse a que el ejercicio voluntario parece ser intrínsecamente

gratificante para las hembras OM y C y los machos del grupo OM, es decir la realización

del ejercicio en rueda para roedor por sí misma parece proporcionar satisfacción. Se ha

descrito en modelos experimentales donde se condiciona la posibilidad de realizar el

ejercicio, que las ratas llevan a cabo una variedad de respuestas operantes para ganar el

acceso a la rueda (Premack 1962; Premack, Schaeffer et al. 1964; Novak, Burghardt et al.

2012). Incluso el ejercicio voluntario de libre acceso a la rueda ha sido propuesto como

modelo de dependencia a la actividad física en un sentido adictivo (Ferreira, Lamarque et

al. 2006).

Además, se ha demostrado en ratas, que la exposición perinatal a dietas densamente

calóricas promueve la sensibilidad a drogas de abuso (Bocarsly, Barson et al. 2012),

implicando posible predisposición a conductas de tipo adictivo en las crías descendientes de

madres obesas, lo cual podría explicar por qué el patrón de aumento en la cantidad de

ejercicio a lo largo del esquema fue mucho más marcado en machos y hembras F1 OM+E

que en C+E.

También, se ha reportado que el ejercicio voluntario en rueda para roedor es mayor en

hembras que en machos (Tokuyama, Saito et al. 1982; Eikelboom and Mills 1988; Devaud,

Walls et al. 2012) lo cual es consistente con los resultados obtenidos en este trabajo, ya que

hembras F1 tanto C como OM realizaron casi el doble de ejercicio que los machos. No

obstante, llama la atención que a pesar de que las hembras realizaron más ejercicio que los
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machos, los machos mostraron mayores efectos en los diferentes parámetros metabólicos

como se discutirá más adelante.

Aunque no hubo diferencias significativas en peso corporal, ni en la ingesta alimentaria

posterior al esquema de ejercicio se observaron cambios en la acumulación de tejido

adiposo en los machos y cambios en la concentración de leptina en machos y hembras,

sugiriendo que los cambios metabólicos programados son diferentes en hembras y en

machos.

En el caso de las crías macho, el grupo OM mostró incremento en el IA, mientras que en el

grupo OM+E se observó recuperación con valores similares al C, por lo que se puede decir

que el ejercicio previene en los machos el daño metabólico que hace que se acumule mayor

proporción de tejido adiposo en OM.

Se ha demostrado que la cantidad de tejido adiposo está correlacionada con la secreción de

leptina (Benoit, Clegg et al. 2004). Por lo que en los machos, la disminución del IA en

OM+E es concordante con los valores obtenidos de la concentración periférica de leptina,

ya que se observó un incremento en la concentración del grupo OM y recuperación en el

grupo OM+E. No obstante en el grupo C+E, a pesar de que no se observó disminución en el

IA respecto al C, la concentración de leptina fue menor en C+E respecto a C, sugiriendo

que la disminución en las concentraciones de leptina no solo es debida a la pérdida de tejido

adiposo durante la intervención, sino que probablemente esté implicada una mayor

sensibilización a esta hormona por el ejercicio o bien cambios en el adipocito relacionados

al tamaño como se discutirá más adelante.

En el caso de las hembras descendientes de la obesidad materna, no fue posible revertir la

concentración de leptina con el esquema de intervención con ejercicio, sin embargo, a los

110 d no son tan evidentes las afectaciones en el IA por obesidad materna.

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

alteraciones significativas en las crías macho en las cuales la insulina y el IRI se
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incrementaron en los grupos OM y OM+E lo que sugiere que la intervención con ejercicio

de este esquema no es capaz de revertir la resistencia a la insulina, pero no puede

descartarse que un periodo de intervención más largo podría ser efectivo.

Se cree que algunos aspectos del metabolismo como la resistencia a la insulina

(McLaughlin, Sherman et al. 2007; Yang, Eliasson et al. 2012) y secreción de adipocinas

(Skurk, Alberti-Huber et al. 2007) dependen de una distribución precisa de tamaño del

adipocito más que el tamaño promedio de las células.

Se han llevado a cabo estudios enfocados en las diferencias de la distribución bajo

diferentes condiciones en diferentes especies (Jo, Gavrilova et al. 2009), no obstante, las

mediciones de tamaño suelen hacerse en adipocitos aislados que son medidos y

contabilizados por métodos automatizados. Quizás se recurre a este tipo de técnicas debido

a la falta de un modelo adecuado para la distribución del área de los adipocitos en un corte

histológico.

De acuerdo a la distribución de tamaños del adipocito en este estudio, representada

visualmente por medio de histogramas, se observó en todos los grupos una distribución

sesgada, donde la moda es menor a la media y por lo tanto asimétrica, la cual no se ajusta a

la distribución normal. Además de la asimetría de la distribución, la disminución gradual en

la proporción de tamaños mayores a la media y debido a que el área de una superficie es

siempre un valor no negativo, hace que este tipo de variable cumpla con los criterios

compatibles con una distribución gamma (Mendenhall, Wackerly et al. 1990).

Así, el ajuste de la función de distribución gamma a la frecuencia observada en los

histogramas tuvo un nivel de significancia alto. De esta forma se pueden visualizar

numéricamente las características de la distribución 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 parámetro de forma (a) entre más grande sea hará

que la distribución se aproxime más la distribución normal ya que reduce el apuntalamiento

reduciendo el exceso de curtosis y disminuye el sesgo a la derecha, respecto al parámetro
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(b) observamos que a mayores valores la distribución presenta menor dispersión y

viceversa.

El análisis de los parámetros de forma y de escala inverso resulta valioso en la distribución

del tamaño del adipocito, ya que debido a las características de esta distribución, podrían

haber distribuciones con la misma media pero parámetros muy diferentes (Mendenhall,

Wackerly et al. 1990), tal vez esta sea una de las razones por lo que la distribución de

tamaño del tejido adiposo se asocie más a sus efectos metabólicos que utilizando a la media

como único parámetro en el análisis. Dado que la distribución 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 distribución, a diferencia de la moda la cual puede ser

aproximada visualmente en el histograma y puede ser ubicada con precisión.

Es importante hacer hincapié en que a pesar de que en este estudio no se determinó ningún

indicador directo de hiperplasia en el tejido adiposo (o de la cantidad de células), el ajuste a

distribución gamma es útil en el análisis de dispersión del tamaño del adipocito, ya que

denota la presencia de adipocitos extremadamente grandes o extremadamente pequeños. Lo

cual podría ser un indicador de la dinámica de crecimiento del tejido adiposo, por ejemplo,

el aumento en la dispersión del tamaño del adipocito en OM podría sugerir proliferación de

nuevas células adiposas debido a que por una parte podría haber células en crecimiento que

tengan tamaños cercanos a cero y por otra parte células muy grandes llegando a su tamaño

crítico en el que desencadenan la señalización para la proliferación.

De acuerdo a los valores obtenidos del parámetro b, en los machos intervenidos con

ejercicio C+E y MO+E se observó menor dispersión e incluso en el histograma se observa

una distribución más estrecha que la de los grupos no intervenidos C y OM, lo cual podría

estar reflejando la falta de proliferación en C+E y MO+E, dado que la frecuencia de

tamaños extremadamente pequeños y extremadamente grandes es baja en comparación con

C y OM respectivamente, posiblemente implica que existan pocos adipocitos recién

diferenciados (de tamaño pequeño) y que los adipocitos más grandes se encuentren lejos de

alcanzar el tamaño crítico para iniciar la proliferación de nuevos adipocitos, probablemente
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esto haga que la distribución de tamaño del adipocito sea más simétrica, de acuerdo a la

asimetría calculada en los grupos intervenidos.

En el caso de 1las hembras, la dispersión de tamaño del adipocito solo se redujo en el grupo

C+E respecto al C, lo que podría sugerir la falta de proliferación como en el caso de los

machos. No obstante, en las hembras del grupo OM+E no se observó reducción en la

dispersión, pero el valor de la media y la moda fueron menores que en el grupo OM, por lo

que se puede decir que si bien en el grupo OM+E no se podría sugerir reducción en la

proliferación, el tamaño del adipocito muestra una reducción considerable.
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10. CONCLUSIONES

El consumo de dieta alta en grasa por ratas hembra F0 produce alteraciones morfológicas,

hormonales y bioquímicas características de la obesidad materna; a su vez, los

descendientes F1 de F0 presentan diversas alteraciones metabólicas asociadas a la

acumulación de tejido adiposo y distribución de tamaño del adipocito siendo diferentes los

efectos observados en las hembras y en los machos

El modelo de ejercicio a ritmo voluntario en rueda para roedor en sesiones de 30 minutos al

día, es capaz de compensar parcial o totalmente algunas de las alteraciones metabólicas de

la progenie F1 asociadas a la obesidad materna de acuerdo al sexo de las crías. Además el

ejercicio fue capaz de producir efectos benéficos en el tejido adiposo de los descendientes

del grupo C.

Se puede inferir que un estilo de vida saludable que incluya actividad física regular en los

descendientes de madres obesas, puede funcionar como una medida de intervención valiosa

para reducir el daño metabólico asociado al insulto materno y de esta forma evitar su

progresión hasta la enfermedad.
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Fat cell size distribution and lipid dysfunction in offspring following
maternal and offspring (OFF) exercise interventions to prevent
developmental programming resulting from maternal obesity (MO)
in the rat. Benjamin Ehler, MS1, Carlos Ibáñez, MSc2, Magaly
Vázquez2, Luis Reyes-Castro, MSc2, Claudia Vega-García, MSc2,
Claudia J Bautista2, Joel Michalek, PhD1, Peter W. Nathanielsz, MD,
PhD, ScD 3 and Elena Zambrano, PhD2.1Dept. Epidemiology &
Biostatistics, The University of Texas Health Science Center, San
Antonio, TX, United States,78229. 2Reproductive 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 all 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 all 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.
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Trabajo oral presentado en el Magno Congreso Internacional de Endocrinología, Diabetes y
Reproducción. (XXIII Reunión de la Asociación Latinoamericana de Investigadores en
Reproducción Humana), 11-14 noviembre de 2014, Cancún, Quintana Roo.

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

Ibáñez-Chávez CA, Vázquez M, Reyes LA, Vega CC, Bautista CJ, Minzoni A, Nathanielsz PW, Zambrano E.

JUSTIFICACIÓN. Estudios con animales de experimentación han demostrado mayor acumulación de grasa en
descendientes de madres obesas (MO). Pero existe poca información sobre la intervención con ejercicio en la
progenie y sus efectos en el tejido adiposo. A la fecha no se ha reportado, para el tamaño de adipocito, una
función de densidad de probabilidad (FDP) adecuada en el tejido.

OBJETIVO. Determinar los efectos del ejercicio en ratas macho descendientes de MO en la acumulación de grasa y
distribución del tamaño del adipocito

MATERIALES Y MÉTODOS. Se emplearon hembras destetadas con dieta control (C) al 5% de grasa como madres C
y al 25% de grasa como MO, preñadas a los 120 días de edad (d). Los descendientes se destetaron con dieta C y
uno de cada camada realizó 30 minutos de actividad/día en rueda para roedor 5 veces/semana de los 50-110d. Las
crías 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 crías de 110d, se cuantificó: el peso corporal,
tejido adiposo total y área del adipocito en cortes histológicos teñidos con HE cuya distribución se ajustó a la FDP
gamma biparamétrica (Ecuación. 1), estimándose en cada grupo (n>179adipocitos/grupo) los parámetros de
forma (a) y de escala inversa (b), relacionados inversamente con la asimetría y dispersión celular
respectivamente.

Ecuación.1.[f(x)=(b^a/(función.gamma(a)))*x^((a-1))*e^(-bx);x=área.adipocito]

RESULTADOS. Aunque no hubo diferencias de peso corporal entre crías, el tejido adiposo total se incrementó en
MO con respecto a C, no así en MOE (C=16, CE=14, MO=23 y MOE=14 g, p<0.05). De los adipocitos en las crías C,
CE, MO y MOE se obtuvo respectivamente: [área promedio (µm^2)=2035, 1902, 4727 y 3014] y los parámetros
[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 ajustó a la
distribución observada (bondad/χ^2: p<0.00001). La distribución en crías MO fue menos asimétrica que C, 
mientras que los grupos que hicieron ejercicio (CE y MOE) la asimetría y dispersión se redujeron respecto a C y
MO.

CONCLUSIONES. Aunque la obesidad materna aumenta en la progenie la acumulación de grasa y tamaño del
adipocito considerablemente, el ejercicio regular en la cría revierte el aumento de grasa y tamaño del adipocito
reduciendo la asimetría y dispersión de su distribución, lo cual puede reducir diversos efectos metabólicos
adversos asociados a la obesidad materna. Agradecemos a FUNSALUD.
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Title: Maternal Obesity (MO) Has an Adverse Impact on Offspring (OFF) Adipocyte
Size (AS): Effects of Male Offspring Exercise (Ex) Intervention.
Carlos A Ibáñez-Chávez, BSc1, Magaly Vázquez, BSc1, Antonmaria Minzoni, PhD2, Peter W
Nathanielsz, PhD,ScD3 and Elena Zambrano, PhD1. 1Reproductive Biology, Instituto Nacional
de Ciencias Medicas y Nutricion SZ, Mexico City, DF, Mexico, 14000; 2Mathematics and
mechanics, Instituto de Investigaciones en Matemáticas Aplicadas y en Sistemas UNAM,
Mexico City, DF, Mexico, 04510 and 3CPNR, 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 (Eq.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 (χ2: 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.

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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We Sludled lhe efTects of maternal high f.t die! (HFD. 25% calones from fal admU\islered before and 
during pregnancy .md lachUion) ilJ'ld diel.1ry intervention (sw¡tching d.ams (rom HFO lO comrol d iet ) i1t 
d iffe ren t pe riconcepl io nJI jJeriods on m Jl e oITsprin g Joxiety rel ated behavior. ex plor illlon. le.uning. d nd 
mOllvatlon. From we.nlng aL poStna lal day (PND) 21, female subjects produted 10 be Ihe molhers In 
lhe slUdy recelved ellher control diel (CTR - S'l eJlories: from (JI). HFD lhrough pregnancyand laCIJlion 
(MOl. HFD during !'NOs 21-90 foll owed by (iR diel (pre-geSlation (l'Gllmervent lon) or HFD from PND 
21 Lo 120 followed by crR dlel (geSlotlon ond I."otlon (Gl Imorvemion) and bred at !'NO 120. At 19 
days or geSl.ltion maternal Serurn cortico$terone wa$ incTea$f'd in MO and lhe PG and G dams showed 
panlal recovery with in termedlate level~ In orrspring. no errects were round in lhe elevated plus malO 
.esL In Ihe0p"n r..ld lest , MO .nd Gorfspringshowed increase lon. cntries. d l<pldyíng lesS!hlgTrlllaxls: 
I'G ofTspring showed panla) rocup"ra.ion of tlll. behavíor. Dunng' lnl ual operan l condiLioning MO, I'G 
and G off'I>rlng dlsplayed decr.ased approacli beliavlor whh subsequenl learning Im palrmem during 
(he .1tquisi lion or FR- l .1nd FR~5 oper:ml condit ionmg for sucrose remrOréement. Motiv.nion duringlhe 
progro .ive r.tio le' t lncro.sed In MO orr.prlng: PG and G in leNemlon recuper • ..,d thl. behavior, We 
conclude lha l dlet.ary in lrrven tion can revene negat ive eITecls ormalernal HFO .and oITspríng OUlcomes 
.are polcnlially due ('O etev.ned maltmal conicoSlerone, 

1. Inl:roduction 

Maternal obesit:y negatively ionuenees maternal, feral and orr
spnngli fe-time phenot:ype including unwanled efTecrs on ofTspring 
br.in developmem. behavior. affect and cognit ion I for ",view see 
(Sultivan et al .. 2011: Tsoi et al_ 2010 )1. One pmspecrive elini · 
cal study or maternal obesit:y outcomes reported high inanention 
scores and a lWO-fold increase in risk ofdifñeulries with emocional 
regulatjon in S-year-old children (Rodríguez. 20 10). ln a nima l mod
els. matcma l obesíty causes brain developmental abnormalil ies in 
orrspring hypothalamic and hippocampaJ areas. and in {he seroto
nergic, dopaminergic and opio id systems whích ",sult in inc",ased 
anxiet:y. impairmenr lo spa tlalleaming and memory and desensiti 
zation ofthereward sysrem (Bilboand Tsang. 20 1 O: Bourer, 201 Ob; 
Naef et al .. 2008. 201 1: Naer and Woodside. 2007: Sullivan el al.. 

• Corre'pondlng o.lhor. Tol: +52 55 5487 0900><2417: ro.: .52 55 5655 9859, 
E-mail addnosS: UlrngonOun.1l.n .mx (E.1..iImbrano). 

07JG-5748/SJG.OO C> 20t2 ISDN. I'IIbli,hed by EI,.vI« lld, AII , i¡ln, ",.,V<d. 
doi : to.I OI 6fl.ipe.nell ,20t 1. 12,0 12 

C> 20121501'1. Published by EI.evler Ud. AII righ. reserved 

20'10: TOluka et at.. 20 10: Vueetic et at.. 2010: Walker et al .. 2008: 
Wright er al .. 2011 ). Since conrrolled. expenmenral dietary m.nip
ularion eombined wirh the requíred inrensive behavioral tesríng 
of offsprlng ís not possible in humans. ir is necessary to use ani
mal Inodels to exami lle lhe effeclS of specific models of matemal 
over nucrilion with and wi thou r die tJry inrervenrion on ofTspring 
developmem and behavior. 

Huma n epidemiologícal (Oabelea, 2007: Solomons. 2009: 
Wadhwa et al.. 2009) and anima l sl udies (Bauris{;) ec al.. 2008: 
Bourel. 2010a ; Han el al .. 2004: NijlaJ1d el al .. 2008; Nuyt and 
Alexander. 2009: Symonds el al., 2009: Taylor and Poslon, 2007: 
Wamer alld Ozanne. 2010 ) demonstra te tltat the pe riconceptional. 
feral and car1y posr- narnl outri tional environmenrs modify rhe 
development of offspring physiologica l sysrems inciuding cardio
vascu lar, mClabolic and endocrinc funcrion. Thesc observarlons 
have le!! ro t he concept of a nutridonal Dasis for lhe develop
mental origíns of adull d isease (Armirage er at.. 2004: Warner and 
Ozanne.20 10). Ocvelopmenra l programming ofoffspnng resulríng 
in metabolle disorders orobesit:y can oecur fa 1I0wing elther mater
nal under- nurririon (da Silva et al_ 20 11: O.sal ef al.. 2007: Hyatt 



92

76 J.5. /Iod'¡s""'" ol,/Inl }. Devl r;",I'O><i,n<l' 30 (2012) 75-81 

el al.. 201 1: Seben el al .. 2010: Zólmbrano el al .. 2006 ) or overo 
nucrition (Bayo l el al .. 20 10: Wright el al.. 20 11 : Zólmbrano el al .. 
20 10). We have fCcenlly reported developmemal programming 
elTcclS of pre andlor posmatal prolein rcstriction in rar olTspring 
showing reduced motivarion. impaired leaming ond decreased 
¡higmotaxis al adulr age (Reyes-Castro et a l.. 20 11 ab: Torres er al .. 
2010). Howevcr. tllere a fcw dala on the devclopmcnral programo 
ming elTccrs of marcmal obesi!}' and accompanying (>xccss "u¡ricnr 
intake which are becoming majar concerns since more ¡han 60% 
of chíldbearing age women in developed countries are overweighr 
(Ki ng. 2006 l. 

We rcccntly reported on rhe potcntiaJ of dictary intcrvenrion 
10 modlfy olTspring merabolic ourcomes resulting fmm maternal 
obesiry and HFO prior ro pregnancy (Zambrano er al. . 20 1 0 ~ In lile 
presenr sludy we wished ro derermine if dierary inrervenrion. i.e. 
reluming rhe dam from a HI"'O ro a normal diet, ar difTerenl pe';· 
eoneeplional periods would innuenee olTspring behaviora l elTecr$. 
We hypothesized rhar in male ofrspring ( 1) maternal HFD would 
negatively impan aspCClS of anxiery rclarcd behavior. explorarion. 
learning and morivarion behaviors and (2) dlerary iJ1rerventiOJl 
would ameliorace some of chese negacive ouccomes in a manner 
dependenl on the riming of the dietary recuperation. Four gmups 
ofweanling fe Ola le ralS wcre adminisrered eithcrconrml diet (CTR 
- 5% calories from fat ). a high [al diet (HFD - 25% calories fmm 
fal ) from postnalal day (PND) 2'1 Ihrough pregnancy and 13cla
tion (MO group). che HFD during PNO·s 21 - 90 followed by CTR diec 
during pregnancy and lacracíon (pre-gesrarion ( PC ) dierary ínter
ventíon group) and the HFD (rom PNO 21 to 120 followed by CTR 
díe! duling pregnancy and lanarion (geslacion (Gl dierary ínter
vemion group). Male ofrspring behavior wasasscssed to determine 
HFO effeclS on anxiery. explorarion. learning. and motivarion and 
offspring improvemenr by macernal dierary incervenrion. 

2. Met.hod:!li 

2.,. Animal rorr and ust 

2 ' .1, SubJctU uSl!'d ro produa ¡he' daros /Or rheo p~§landt$ srurlled 
Fem.lIe ,¡lblno W iStar r.us W(!tt' bom .and Plollnt.Jined in the colony Or.he: InSt i

tutO N.ldonill de Cie-nd.ls MéilicaJ y Nuuición 5.ltv"dor Zubi~n (INNSZ J. Me:tko 
Cil)'. Mexico: .1n A.s~oci .. non ror .... SSif'SSPlenl.Jnd Accredit.lt ion ofl..lbor.lllory Al1;· 
fllo1l Cil fe (AAALAC) lntern.uion.ll.K'aeditt'd rilcility. AII prOC'f'dures were olpproved 
b)llheAnhn.t1 Expt"rimenl.1t1oo Eth[C5Commltt~ohhelNNSl. Me.xJco Cily.Mexico. 
Subjects wtre housed In .1 lisht<orUToUed tnvironmenL (IIshIS on from 07:00 10 
19:00h ., 22-n el;u>d fe<! norm.tl.bOr"oryeMw (Ze;Kler RO<I.nl RQ 22-5. USA) 
cont.llnln¡22.0I. protein. S.OX fill.) 1.0% polys.acchilride. l l .O'S sImple 5uprs, 4.0' 
fiMf. 6 .m; mlner.llsand 1 ,m; Vlt"mlns:(w/w~ en~rgy 4.0kalg 1(0.2 kCoiJlg 1 (rom 
r.n). Betw~n 14.lOO 16 'Wf'tk$ of ~gt (aworolge wrlghl 220-20g). rt'Jt\o3IIe-s w~rr 
brt"d with.1 no n ~lírrtr nl."trt proven nult br~N. D.lm$ deli~~ IUturolHy illltrm 
.lnd on postn,uill d.l)'::Z lIu('1"$ 'lW'rt: C'ulledlO 10 PUP$ m.linlillOLng,asneilr 01 1:1 roa110 
d molles o1nd (tm..aJM, 

AIlNt'~nlllgtPN02Il 11\(' pn).$~I ... tmOthetsW't're r.md omly;1sslgned loeilht:'r 
.,¡ control (CfR: n - 12) di~1 Ih.áll1!'('tlv~ labor.3IIOry ,hQW Ot.i m,attmoll obesity d ltt 
(MO: n-J6) - .a htgh fal diet cot1I.lining 23.5.': prOl:ein. 2o.OI.lnlm~ t.ard. 5,01: f.n. 
20.2:l poiywcch.Jride,. 20.2~ simple sug.us. 5.~ fiber. 5.01 miner ... ] mix. 1 ,O~ vitol-
.. in .. Ix (w/wl. """r&Y 4.91«.1& 1 (I.23ke.l. J fro ... n;',..,I I ... d .nd f., ) Only 
one reOl.tlle rrom olny one Htte:rw¡s J,ssi:gncd lo oll1VuP, At rND 90. I monlh bf'rore 
blft'd ins. 12 MO fe'm.ltcs were .o1Sslgned at r.1 naom 10 thr d iet.1 ry In terven t ion (OINT) 
prr-gest~tion Jroup .and pl~ced D.u:k on CTR dirl for the rest of t he study. i.~. berore 
olnd durln¡ preJ1lolnC')'.an.d lil{\ol t10n, Al rNO 120.;aU groups were bred ,,¡¡nd the doly 
Sperm.'lt020ol Wfrf present inol\lolgln.:.l slllt.lrdt"Slgn.lted.lsd.ayol' conce-ptJOIl. Al this 
time' 12 MO fem~les wrre .nsigned.ll undom to the!' DlNT group during FSlOllion 
(e) .1nd swiuhed 10 CTR diet ror (be!' I'Mt ortne Sludy, l.~ p~gno1l1~ oll'Ki LlC'lcltlon. 
'nito oche!r 3 groups wt~ rtd their pre·pregna:n~ diel lhroughoul pregn.1nC'y olnd 
1..iaa.uron (s~ Tablt I (01" groups). ,1\1 19 dayS or ItSl.atlon 6 d.nn, frQ1n eaC'h o( tne! 
4 groups were ~thJ111ted lO ml1Kr !i:erum foc coni:OS't.erone nte.1Surf'men15. AII 
~molln(ng cLlms (6 pt'r group) delivertd spon t .. meously. The day of deliwor)l Wol.!l 
consldertd <lS PNO O. Food and W.lf.er wcrr clv.1i1able ad IIbfrum, Pregn.mr and 1.1(tat
ingrdtswerewelghcdew.yd..i1lYlhrOlUgh pll'&J1.¡)nC)'olnd unlll pups WC~ ~mo".cd.1 \ 

we.mlna. 

23. Maln,,""ana %Jfsprlng 

Uue-r sl:te and pl,.lp weighl wtrt' rt((II"ded al blrth. Ano-genl\'olI diSlo'ln(C!', 
II1nrC'nor-postcrior oltxlominill di$lll1nce .md hfold dloVnC'l('r wcrc- 'T'l("'5urtd wilh 
c:a!ipers. Our publish~ datl!l indic,¡He th.:I t ano·iLtm~1 dl$l~nce 1$ 1 .G7~ O.131l11'1l 
t,.· 291 P\liX from 4 3IiUf>r5; me.Jl1 ~SEM ) in relNte pupS ,¡md 3.2G .... 0.22 mm ,,.-251 VUps rrom 43 liuers) in rtWles ¡ I bin h (l,unbr,¡u .. o t I di .. 2OOSoa), Sln<l:' ~ 
v,)lueof2 ,Smm is more lhan 2 SOs rrom Ihe me.ln ofe! ll,er ¡roop, sex w.u1ud¡ed 
ilccordins tO whether Ihe ,¡mo-.&énit011 dfstante w.u >2.5 mm for milles. To ensure 
ho IllOStl1e1t'y or clrspripg t'VoilUol ted. <In HI ters stud ied we~ adjusted to t o pu~ per 
d .. m. ThIl:'SC.x r,l tio'W,)s m.linl<Jlnt'd olS dose 10 1: l.u possibl:e. Pups conlJnue-d lO be 
weia1,ed lI:'W'ry wee1c. 

Two wt!eks priorlo iJlJ bth.wrorcll t,C'stJng..1 rev«SeUghl cyclt w"$lmpltrnt!n l~ 
lUghtS ofr .)f.-? a.m. dnd on .. \ 7 p.m.) wilh ttsung OCtun"ing during lhe da.rle ph.lse. 
SUDjt:(l$ 'W't'rc o1nts.5(!d 1 dayS .1 week 011 lhe san'H! time or the dark tYde ror eath 
subject MlW"eC{1 8 -,.m. o1Ild 4 p.m. Al PND 7S si)!. m,¡]~ u",l."I,)led nolT,.,e subject$ peor 
ut'a tmenls:;roup wtre ltSl~. n lt specif1c:.ulollS ord.u a colltc:t:ion.tht EPM and ¡lIt' 
opep fie ld .,)Pp.'Jr.:UUS h;)~ been dtscribed ip deuil(Reyes-c...St ro el oiIL 2:011.a). 

2.5. Oprrolll rouditioPlIfIg 

On " ND 80 slJC unrelolled m..lfe orrspnng rrom dirre['('nL Uuers per d ie t Iroup 
were lened {n opel"olnt cJ~mbers (E 1 o. IOTC. Coulbourn.rnstru!11(>J1lS, PA. USA) .tS 

pre\I tously de-scrlbed ( Reyts~C,,¡¡suo el ,)1 .. 2011b). TWo 'lNeek$ prior 10 onsel or ope-r· 
an l lr'olIlnJngorrsprlngwlCl"I! pLlct'd on wa,terdeprlvoltion for23 h'd"}I whh 1 h orrrtt: 
aa:es.s. 111i5 C'onllnued Ihroughoul lr.linlng and 1e$llng wilh Ihe , 11 orrree .1Ctt$S 
Immcdldltly foUowlng bth.wlol"oll scsslont. For e~h trlat Ihe lt\l'C"l' w,)s ex tended. 
untll p~ssed. olf'lrr whicn (he subJrct w~s .lUoWf'd l20s lO olpprodl::Jl lhr I"t'w.UQ 

m.lg,.1.tlnt dl1:d r~pond wlth .1I 1-.o$e pokt-. " ,e rrgi.$tt atlon or lhe nQ5,e pokt- Imo lhe 
rtw.ud maga.xineby Ihe pnOloC't'lI rect'plorsnol rt t'dthC!' retdmg rOl" lO s. f.l.c-h t rial 
w..:as rollowed by oln intt'r-lri\ll jnlt~rv.)1 of Ss durinl whic: h (he levtr w.1S retr"cted , 
rR-1 COI'Id;,io n¡~ WilS complelC' whcnSl,.lbjcas eOlirned 20 rtln(orccmtn tS durlng.il 
IS--mln se:sslOP. Aner <111 subjects re.lII:h«l th l.s ailerion. lht)' wel1!' Inuodut'ed 10 ol 

FR·5 SC'hedu1ewl tnlhe idenlict11 ¡:H!ffonn,¡ ncecri teri.l.u(or the FR- ' schedule .;albeil 
with S responses rt"qu ired pt'r Ui.1l. 

2.6. I'rogrt'ssi~ fOrio lestin, 

Fol lowingaprrant condltloning,euh subjet:' comn1f'ncl"d progrrssiveUtlo tMiI ~ 
In¡for 1 Odolys..ln IhC!'progr<!'S$lvt rol l losch~ ulc-, dn ad<tidoll.llle!worprC!'ss iJ ~ull't'd 
(or aH sub$equtl'l( te'inral'CeoR1t'ntS ror tht tirsl ~i&h l relnrarctmenLS (progrt'.$Slve 
r.1tio"' l ). For i!')stallce. one press rorthf' first reinforcemenl .l oo. foLl' presses rOl" (he 
roun.l, relnrOlU'mtnL Following e!'W'ry elghlh ~'nrorC'f'lnem. lhe response ¡n(R
menl doublt$ olnd hCl1('t tht nurnbc.'r Orlevrf presst's rt'q u(rt'd 10 oblain sUCCC'S$iwo 
sucrose rtinrOt~menrs was .1$ followed: pro&ressive r.,uío+ 1- 1, 2, .... 8: PI'O
gre1sive ~Ijo+ 2-10. 12 . .. .. 24 ; progj8S1",e- r.'tt lo" 4 -28, 32. " " 56: pl'O~1i!'SSi~ 
r .. lo +8 -64. 72.., .. 120: progrrsslVl' ralla + 16-136. 152. .. , NCo Prog<l'SSlv~ J"i1 lio 
sessiOl1$ we>t1!' 30mln In leng,th, 

2.7. fI1't .sucrost consumpnolJ 

To ,¡)sst$s s.ucrOSt consumption beh.wior. subJedS wl1!'ff' .. ¡~" dírect .lccess to 
boulcd sUO'D5e :50lU l lon (7~) rOl" 30min in lhe f,,¡¡m iliolr colon)l' room 1 da)' .1rrer 
lhe I"SI progrMsi\le r.u¡o session. For Ihistv,¡)lU.1llion subjtcls wert' singlf'Colged olrt.d 
5ucrOSt' coo$ump(lon wol$ C' .. lcul.'Ued by sulnr,,¡¡o ron oI'the boule weJghl.u tJle end o( 
lhe SC!.'Sl!ilon from the Inll[ .. 1 wtighL Thlsproctdrst was pclfornltd on 1 conSCCl.llivt' 
d.ys. 

Jn dolms al 19 d.ays otll!SI.Jllon ~n(l in rnt m.lle olTsprinson J'ND 1 tO.subJects 
we, ... crifi<:1!d by dec.1pil;1l;onondblood $.Implesl,l'en froro lhe necl< lo delenn;n • 
COr1¡coscrronf Sffum levels, Blood S.lmples wert cenlrlfuJI!!'d.u .. e ror 15 mln ~I 
3.500 rpm 10 A!!moy~ 1i!'d blood ceUs ,,¡¡,"d serum SlOred,¡U - 20 e un l l1 .lll SJnlptes 
~r(' olnill:yzeO, CortkosttTon~ serum lewls were detC'nnln,¡¡, te l7i r ... dJolmmunou-
5.1)' usina iI commeroill rolt ki t. DPCCo .. t~~coun t (ll(1I:CI ) rrom Oiilgnoslic Product'S 
(Los An~IO$.Cil.USA).lnll ... ..,dl"r .. ·.myv.ri.billlYW" <Iiland <7'- n,.kit was 
used In .1Cmrd.dnre Wilh O'Iolnur.,)(.turer''51 n_SlrUrnoM ilnd Ylmples wel'f' me.l5urtd 
In dUpllC'óltt~ 

2..9. Srallslbdattttlyses 

AH datol .. re p~seDled .IS ~.ln -SEM. ,)Iph.l It\'el WolS stt at 0.05. kh .. wioroll 
tndpolnrs clnd corlicosltrone levclswtreolnollyzed by ANOVA.whh bttween-subjea 
rdCIOl" of (,;uiy me!' n\olnlpul.iulOI1 (rn,Uf>n1ol1t diC't dunr'lg, lhe diffe-Il'PI periods:~ Pon 
hOC.ln ... lyses were performed by Tuke)llelit USi n,g Si~ St'.\t 3.5. 
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T,¡ble 1 
bperimenr.ll groups, 

Croups 

CC Tltn) I (CTR ) 
M".rn.l obo,; ty (MO) 
Prt--aest':'l¡on4l1 dieury iruervenll(l\ (rG) 
Cl'$u uaTUI dh~tMY irue.rvenllon (e) 

:g 1200 
el .s 1000 ., 
c: e 800 ti) 

Vi 
8 600 ;:: 
8 400 o; 
c: 
~ 200 ., 
::;: 

CTR MO PG 

JS . ROOrl,"tl " al I lnl). 1:k1t/ N,"rosd ... ", JO(20/2) 75-8 / n 

M.uem.ll dll'1 

PND 21-90 

Control 
Hlgh f.H 
Hig~ r., 
Hlgh ral 

G 

PND90- 120 Prcgnancy 

CO Tltn)1 Cot1t-rol 
Ht&h r.n High fal 
Control ConlTol 
Hlgh r., Conlrol 

3.2. EJevo¡ed plus maze 

L..u't.ulon 

Conu'Ol 
HI&hr.u 
Control 
Control 

Ollspring diet 

Conlrol 
Conlrol 
Conlrol 
Conlrol 

0 11 PND 75 male offspring were adminisrered rhe EPM 10 mea
sure anxiel)' relared behaviors. Offsprlng displ.1yed no differences 
in che numberofcncrics. clmespem ordisrance l1'aveled in the open 
arms. or rota l distance rravelcd (Fig. 2A- D). 

3.3. Openjield 

Flg. t. Po.1..HerTYl serum ronioostem"~ levels .u 19 dolY5lest.1lHon. Me ... " ~ SEM. rr - 6 
d ... ms. D,u ... nol Shol rin¡ iI Iruer .11'1,' Sl.;1 tlSl j~ny difl"erenl, p o( 0.05. 

Analyses ofbehaviora l endpolncs In Ihe open field test revealed 
diffcrences in experimcnt.J1 ofTspring. The MO and e offsplÍng had 
Incre.sed border zone cntries comp.red to CTR offspring (Table 2. 
p <0.05 ). The e offspring had increased center zone en[(ies versus 
CTR and increased center zone discance lravelcd comparcd ro (IR 
and PG offspring (Table 2. p < 0.05). No differences wece found [or 

rora l disrancc. border zone rime, border rone distance. and center 
zone lime (Table 2 ). 

3. Resulls 

3.1. MaremGI corrlcosrerone 

Matcrnal cort!costerone was higher ar 19 days gesroltlon in MO 
chan CTR dams (Fig. 1. p<0.05 ) wich Intem1(~d late levels In the PG 
and e which did not reach signlficance. 

A 12 

10 

2 

e 7 

6 

I 5 

g 
.l!! 3 
lO 

o 2 

CTR 

CTR 

MO PG G 

MO PG G 

3.4. Operonr rondirioning Gnd progressi ve rario 

In offspring initlal exposure l O ¡he opera/u ehamber revealed 
differences in rhe numberof sesslons beforeapproachand response 
ro the relnfon;:emem conrlngenr lever. The MO, pe and e olTspring 
rcq u i red m Ore sess ions ro respond verSuS rhe CTR o IT sp rl ng ( Fig. 3A, 
p<O.OS ). For fixed r.clo 1 schedule orrcinforcemcnt (FR-1). group 
dlfferences were dctermined for the numlJer of sessions before 

CTR MO PG G 

o 30 

I 25 

~ 20 
c: 
.l!! 15 
<Jl :c 
'j§ 10 

~ 5 

CTR MO PG G 

FIg. 2. fltVo1 led plus m.ll.t endpolnts, (A) Open ¡arn1 oenLri l"s.(B) open.,}m1 time ( $~ (C)open olrm dist,;Jnce tló1\1fled {m~ (O) totoll d;SI .!ln~ 1r¡¡~led (m ~ Meoln - SEM."- 6 (rom 
dlrreífn.t IIner. O.ll~ not shOlring .l leu f1' .U'~ sl ... tisuC'.llly dlrrl"~nl p < Q.OS. 
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T.ble2 
Opto neld. 

Group TOf.OII dist,¡mce Border mne enlrle$ Boro~r :mne lime Border 'Zope dlsl.mce Cemer l.ooe en.trles Cemer z.one l ime Cenler I.ooe dlSlllna-

CT1! 44.3 " 4,8 12.3 T 1.7 1 5 19 - 45.7 39.1 ,, 4 ,2 11 .6 "!: I,g! 8 1 - 45,7 5.2 ~ o,9! 
MO 56.6 - 10.8 22.3 - 2.9' 539 - 6,0 48.7 - HU 2"1.3 - 2,9"11 6 1 ~ ~9 7.9 - 0.9 '" 
I'G 5Q5 - 5,0 16,3 - 2A'" 547 - 9.3 43.8 ~ 4 ,1 IS.8 ~ 2,5"111 53- 9.3 6.6 ~ 1 ,2~ 

C 48..5 - 4,5 25 - 6.2' 461 - 17,4 36.5 - 3,2 253 - 2,6' 139 - 17,. 12.0 ~ 1.6' 

A B e 
10 

CTR MO PG G CTR Me PG G CTR Me PG G 

Aa. 3.. (A) umber orsession$ requlred ror orCsprlng lO prMS .he oper,lnl ltve:r for Iniholl posili~ ft"l nrorcemrnt. (8) NumtJer or sesslons f1!'qul~ (or ofrspn ng to ,1ttroltn fR~ I 
perform.lnao crilerlon. (C) Numberofsess!ons required rorolTsprlna to ,xlol tn FR·5 perfonmnce crileñon. Me.m-SEM, IJ- 6 pups. O,oltol nO I i h.lrina. ~ lea n- .lfe s:t .lriSlic.ll1y 
d¡fferenl. p< O.os. 

30 

25 

~20 

~ 15 
OC 
"" 10 

5 

CTR MO PG G 

Rg. 4. um~r o( rewol rds reu¡vt'd duriog progrt'SSlvt' r.mOSeis¡ons, Mean - SEM 
"-6 PUP5_ D~L1I n<M shatingolleue-r .1I'"e' $I,lItistic.ally dífT'rrenl. p<O.OS. 

olTspring .n:ain.d criterion. The MO, pe and G olTspring.1I requirro 
more session, to attain performance ,riterion with the MO group 
requiring the most sessions ( Fig. 38, p< 0.05 J. Fixed ratio 5 schedule 
orreinrorcemenr (FR-SJshows MO. PC and e offspring.11 requirro 
more session {O reaeh perfomlance eriredan versus CTR offspring 
(Fig, 3C, p < 0.05 ). Effects on motivarion as asscssed by progrcssivc 
ratio [;lsks show increascd responding in MO offspring romparcd 
(O CI"R. re and e groups( Fig. 4, p <0.05 ). 

3,5. Free suerose collSllmprion 

No overall trearmen¡ effecr wasderennined forfrce access to 7% 
sueros. durlng (hree 30 mln sessions (Table 3 ~ 

3,6. OJJspring COlTiCOSlerone 

Cor(ieosterone male serum levels were rneasurcd on PND 110. 
TIle MO offspring show dccreased corricosrerone levels romparcd 

¡v.¡OVA 

(mi ) 1 8A ~ 0.3 1 7.3 ~ o.] 18,5~o.3 1 8.o ~ O,3 P·O,OS l 

ro the PG and e offspring bur nor versus CTR offspring (Fig. 5. 
p<0.05). 

4. Discussion 

Developmen[;ll exposure tO environmen[;ll chal lengcs in oIT
spring can innuence various aspects of bchavior. I n a mode! of 
maternal obcsity in the rar (Zambr;¡no ct JI. 201 0), we saught [Q 

detennine the behavioral effeces in mrue offspring bem to dams 
administered a HFD from PND 21 through pregnancy and I.cta
rion (marernal obesity. MO group), HfD from PND 2 1 to 90 and 
switched LO control dict 1 month befare lThlting dnd during prcg
nancy and lactation (pre-gestarion dicrary intcrvcntion, PG group) 
and from PND 21 ro 120 bur nor during pregnancy and laerarion 
(gestarlonal dieta!)' ime"'enrlon, e group). The difTcrcnr windows 
ofHfD regimens administrated produced physiologica l differences 
in rhe mothcrs (Zambrano el al., 20 10), of particular importance, 
ma[ernal corticoslemne serum levels J( 19 days o gesf3[ion were 
increased in [he MO group bur to a lesser degree In the re or e 
groups. lncreascd maremal corricosreronc has been demonstratro 
in m.oy siruaríons rha! result in devclopmenra l programming of 
offspring by .lltered maternal nutricion and may constitutc a com
Illon reature lhat explains someofthe similarirics in outcomes from 

Flg. 5. OI'rspnngcoT1.1costC!lVneserum level:s . ...,e~n - SEM. n- 6rrQJTldí«tnmllluC'f. 
Dar ... nOl sharinSa le tt~r ,,'Uf' Sl Ol ti:sr i~lI )' d ifrlCl'e'nl , {l <O.os. 
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different chall enges (Con re 11 and Seck l. 2009 : Langley- Evans. 2009: 
Zam branoel al .. 2005b: Cuzman e l a l. 2006 ). 

4.1. Ilnxiel}' relGted belravior Gnd explGrarory elJects 

Consislcn r wim our findings hore. anxiolyric eITects in oITspring 
following early posmaral overfecding in male and female olTspring 
(Spencc, and Tilbrook. 2009 ) and followíng matemal HFO during 
laetatlol1 in male offspring have previously becn reporred (Wrighl 
et al.. 20'11 ). Those srudies demonsr,ared rhar raisl ng rats in small 
lirters (Spencer and lil brook. 2(09) ordams feda cafereria dice dur
ing prc-gesration. gest.tion .ndlor lacr.tion (Wrig hl el al.. 20 11) 
induces obesily in offspring and reduces anxicly in rhe EPM .nd 
rhe open field. Addirionally. chronic consumprion of. HFD during 
pregnancycauses perturbarions in the serotonergicsy,tem. such as 
increased express ion oftryptophan hydmxy lase 2 and seroronin 1 
A receplor in the rostra l raphe nuc1eus. and increases anxiel}'-like 
bchavior in rhesus monkcy offspring (Sullivan et al.. 2010). 

In Ihis srudy the anxiolyric elTects were nor apparent in rhe 
experimental olTspring during EPM bur were observed during the 
open fie ld tesr. These inconsistent behavioral responses il1 the 
EPM and open field lests are nOI surprising since srudies indieate 
that behavioral tests rhac rely on uncondirio l1ed responses assess 
differene .spec!s of aITeet and that emorion.1 reac['Ívity is mulrid i
mensional (Ramos. 2008: Ramos e r a l .. 2008: Tru llas and Skolnick. 
1993: Vendruscalo et al .. 2003 ). A CUrTent revicw cantends that 
the EPM. open field appararus and lhe li ghtldark box tests should 
be adn, inislered eoncomitancly to more adequately assess affeer 
sinec rime andlor sequenee of res t administrJtion can inOuenee 
outeomes (R.1 mos. 2008). One poremial eITect of les cing seq uen· 
rially across days is thar effects are reduced as rcsring progresses 
(R.1mos. 2(08 ). However. here We repon negative resules in the 
fi m lask adminislered (EPM) and positivc l'esu lts in lhe subse
quent cólsk (open field) which makes rhe preceding argument less 
likely. Alremaeively. inconsistent results obrained across tesrs may 
be due ro consrrucr dífferences berween tests or ro uncon!Iolled. 
Intra- individual OuctudDons In behavior (R.1mos. 2(08). 

42. LearnillgelJeclS 

During FR· I and FR-5 operant condirioning MO. Pe and C 01T· 
spring displayed impaired leaming. So in experimenta l olTspring. 
materna l dietdry intervencion did not prevent mese parricu larcog
niuve defidencies. In supporr of our findings in me MO group. 
previoos srudies report hippocampal brain derived neurotropic 
factor is decreased along wírh hippocampa l neurogenesis and 
impairrnenr in spari.lllearning in mice offspring exposed to a HFD 
during pregnancy and lacr.lrion (Tolu ka et al .. 2009. 20 1 O). lt should 
be nored rhar malemal dierary inrcrvention ar eirher periodo 1 
month before pregnancy or a l lhe begínning of pregnancy. did not 
preven! leaming impaim,cnt suggesring ma! maremal dice long
term prior !oconcepcion is critical for ma le developmenr. 

We have previous ly measu red el eva red corricosterone. est ra 
diol, testosterone (Zambrano el al.. 2005b) and pmgesrerone 
(Cuzman et a l .. 2006). concentrations ncar lenm (19 days ges
tation ) in prenatal protein reslricted rat dams wit h subsequem 
cognitive impairmell! in offspri ng ( Reyes·castro el a l. 20 11b. 
20 12 ). In rhe preson! srudy maternal corricosterone levels were 
increased in MO dams and marginally. rhough nor significantly. 
increased in el,e Pe and C da nlS. Materna l s reroids edn eroSS the 
placenta. and such expos ure to transplacenlally acquired andro
gens and glucocorcicoids in fCGlI life can result in devclopmental 
perturbarions which cou ld have a role in [he current behavioral 
findings since human srudies reporr impairmenr of spariallcarn. 
ing abi lity in males exposed to excess levels of androgens in Ulero 
[Meyer-Bahlburg. 2011 : Pu ts et al .. 2(08). The", is also abundanl 

evidenee of exees, levels of glucocorricoids in Ulero impairi ng 
brain development and later behavior in humans and anima l mod
els (Antonow-Schlorke e t al .. 200 1. 2003: French et al .. 2004: 
johnsonct al .• 1981; 1{¡]remakcreea l.. 2006. 2008: Matthews. 2001: 
Rodriguez el a l.. 20 11 : Seckl. 2008: Szura n el al .. 2000: Uno et al .. 
1990. 1994: Weinstock. 2008 ) which could explain lhe cognitive 
deficirs demonstrated in this s tudy. 

4.3. Morivation elJecls 

During morivalion assessmcnt. MO offspring display incrcased 
motivarion. In this contexe. dicrary in r~l'Venrion normalizM moti
varion in male PC and C oITspring. n,e Increased motivarion 
displayed bY rhe MO olTspring is consislen! wirh mode ls showing 
increased appetirive and/or consummalory drive following mater
nal or early life over nutrition (Cha ng ce al .. 2008: Dcsa i ce a l .. 2007: 
Seberr el a l.. 2(09 ). Simi lar (O rhe MO offspring outcomes in this 
study, rats bom ro danlS fed a junk food d ier during gestation and 
lacration develop hyperphagia a nd a preference for farl)', sugary 
and Sólhy foods over protein- rich roads co mpared tO olTspring fed 
a balanccd cl,ow dier prior ro weaning or during lactarion a lone 
(Bayo l et al .. 2008 ). In the present study. e lTects of maternal HFD 
on olTspring sucrose consumption bchavior were mcasured there 
was no overall efTecr of perinaral dier'. so the init uence of consum
Illarory behavior on progressive rarlo (motivarion ) behavior is nOI 
applicablc. 

5, Concluslons 

Matemal HFD administration produces Jn altered behavioral 
phcnolypc in male offspring. Dicr.ry i" rcrvention recuperated or 
amelioraled cerrain ind ices in dams and offspring. In dams. coni· 
coslerone levels were reduced in Ihe Pe and C gm ups ro betwecn 
CTR and MO Icvels. However ClTeclS on olTspring leaming could 
slill have been alTectcd by Lhe increased levels of matcrna l prena
tal corucosterone 015 .111 expcrimeneal offsprlng displayed Ic.rning 
impairmenr. Prenatal exposure ro increascd levels of glucocorli
coids changes hypoLhalam ic pitui rary adrcnal axis funerion as well 
as associated receptors expresslon levels I for review see (Kapoor 
cl a l .. 2(08)J. Normallevclsofmorivation wererestored by PeandC 
intervenrion. Addirionally duling cxp lorarory behaviors. Pe inter
vention prevl'nted lhe increased explorarion behavior displJyed by 
Lhe MO and C offspring in the open fic ld. These findings show ehe 
imporrance ofOptimizing maternal dier .lnd avoiding the compl i. 
cation of obcsiry.lt olso holds out ehe hope tl,al recuperarion ofrhe 
diel' prior to pregnancy can have beneficia llong-rerm cffects. 
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