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1. RESUMEN

La obesidad se ha convertido en un problema de salud publica a nivel mundial, en
décadas recientes, su prevalencia ha incrementado. De acuerdo con la
organizacion mundial de la salud, en el 2008, 1400 millones de adultos tenian
sobrepeso, de los cuales, mas de 200 millones de hombres y cerca de 300
millones de mujeres eran obesos. A consecuencia del sobrepeso y la obesidad,
cada afio fallecen por lo menos 2.8 millones de personas adultas en el mundo. Las
causas que contribuyen con la aparicion de estos problemas, comprenden factores
ambientales, predisposicion genética y estilo de vida, y se estima que el
componente genético tiene una contribucion de mas del 40%. Dentro de los
factores ambientales se incluye a la dieta y la reduccidén de actividad fisica. La
obesidad materna induce efectos deletéreos en la salud de las crias, incluyendo la
predisposicién a la obesidad, enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2,
cuyas principales caracteristicas son la resistencia a la insulina y una deficiente
secrecion de la insulina debido al inadecuado funcionamiento de las células beta

pancreaticas.

El pancreas es una glandula vital debido a que tiene un papel fundamental en la
homeostasis de la glucosa y es de gran interés por las enfermedades que le
afectan, como la diabetes. Su funcién es tanto endocrina, como exocrina. Los
componentes del pancreas endocrino son los islotes de Langerhans, conformados
por distintos tipos celulares, entre éstos, las células beta que se encargan de la

secrecioén de insulina.

Sabiendo que las dietas altas en lipidos incrementan la resistencia a la insulina y
pueden llevar a la disfuncion de las células beta y por otro lado, que el ejercicio
mejora la sensibilidad a la insulina, el objetivo del presente trabajo fue estudiar el
efecto de una dieta materna alta en lipidos, una dieta intervenida (cambio de dieta
materna hiperlipidica a dieta balanceada a partir del dia 90 de edad) y el efecto
del ejercicio materno y del ejercicio en la cria en el pancreas de la progenie
evaluando la expresion de 3 genes (UCP2, FTO y Mgat4a), que estan asociados

con el balance energético y la secrecion de insulina en respuesta a la glucosa.



Para ello se formaron los siguientes grupos de trabajo: crias provenientes de
madres alimentadas con dieta control (C), crias provenientes de madres
alimentadas con dieta control y que realizaron ejercicio durante la gestacion
(MejC), crias que realizaron ejercicio provenientes de madres alimentadas con
dieta control (CE), crias provenientes de madres alimentadas con dieta
hiperlipidica (OM), crias provenientes de madres alimentadas con dieta
hiperlipidica y que realizaron ejercicio durante la gestacion (Mej OM); crias que
realizaron ejercicio provenientes de madres alimentadas con dieta hiperlipidica
(OM E); crias provenientes de madres alimentadas con dieta intervenida (Dint);
crias provenientes de madres alimentadas con dieta intervenida y que realizaron
ejercicio durante la gestacion (MejDint); crias que realizaron ejercicio provenientes
de madres alimentadas con dieta intervenida (DintE). Las crias macho fueron
sacrificadas a la edad de 110 dias y se obtuvieron islotes pancreaticos de los
cuales se realizé la extraccion de ARN. La expresion de los genes de interés se
estudio por PCR en tiempo real. Se encontré que en el gen Mgat4a aumenta por
efecto del ejercicio en las crias provenientes de madres obesas (OME) 6 de
madres alimentadas con dieta intervenida (DintE) con respecto a las crias con
ejercicio provenientes de madres alimentadas con dieta control (CE), sugiriendo
un posible papel benéfico del ejercicio sobre la secrecion de insulina estimulada
por glucosa ya que la proteina codificada por este gen esta involucrada con el
anclaje del transportador de glucosa Glut2. Por otro lado, se encontré que la
expresion del gen FTO aumenta debido al ejercicio en la madre alimentada con
dieta control, y sabiendo que el FTO tiene funcion de desmetilasa, se puede
especular que dicho gen podria estar regulando otros genes relacionados con la
primera fase de la secrecion de insulina. EI gen UCP2 no mostré modificacion

debido a la dieta materna, al ejercicio en la madre 6 en la cria.

Ya que el ejercicio en la cria produjo un incremento en la expresién del gen
Mgat4a cuando proviene de madres alimentadas con dieta alta en lipidos, se
sugiere que el ejercicio materno (FTO) y el ejercicio en la cria (Mgat4a) tiene un

efecto benéfico en la regulacion de los mismos.



2. INTRODUCCION

2.1 Obesidad

Segun la Organizacién mundial de la salud (OMS), la obesidad se define como
una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la
salud, es una enfermedad compleja que involucra interacciones ambientales y
factores genéticos (Zhao J y Grant S, 2011). Una forma para evaluar si una
persona padece de esta enfermedad es determinando su indice de masa corporal
(IMC), el cual se obtiene dividiendo el peso de un individuo (kg) entre la estatura
elevada al cuadrado (m?). Un IMC en una persona con peso normal va de 18.5-

24.9, mientras que un valor mayor a 30 es indicador de obesidad.

Este padecimiento afecta a todas las poblaciones y grupos de edad (Séhle J et al,
2012). La incidencia creciente de la obesidad se ha convertido en una carga global

y econdmica sin estar restringida a paises industrializados (Prentice AM, 2006).

Entre 1980 y 2008, la prevalencia de la obesidad a nivel mundial se incrementé del
4.8% al 9.8% en hombres, y de 7.9% a 13.8% en mujeres (Finucane M, 2011). En
el 2008, se estim6 que aproximadamente 500 millones de adultos eran obesos,
una prevalencia mayor al 30% se observd en mujeres de norte Ameérica,
Latinoamérica, el norte de Africa y el medio oriente. En Estados Unidos, entre
2009-2010, 35.5% de los hombres y 35.8% de las mujeres eran obesos (Flegal
KM et al, 2012). Andlisis recientes de la organizacion para la cooperaciéon y
desarrollo econémico (OCDE), indican que la obesidad es una epidemia que esta
escalando rapidamente en paises como China, México y Brasil (Cecchini M et al,
2010).

De acuerdo con la encuesta nacional de salud y nutricién 2012 (Gutiérrez JP et al,
2012), en México la prevalencia de sobrepeso y obesidad es de 71.28% (46
millones de personas), 32.4% de estas personas presentaban obesidad y 38.8%

tenian sobrepeso. La obesidad fue mas alta en mujeres (37.5%) que en hombres



(35.9%).

La organizacion mundial de la salud la ha clasificado como pandemia y se estima
gue si las tendencias actuales contintan, para el 2030 habra 1.12 billones de
individuos obesos alrededor del mundo (Séhle J et al, 2012). La obesidad es un
problema para la salud debido a que las personas que la presentan tienen un
mayor riesgo de padecer diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares,
resistencia a la insulina, ademas de que se le asocia con algunos tipos de cancer

(Despres JP y Lemieux |, 2006).

Como ya se menciond, las causas de la obesidad comprenden factores
ambientales, predisposicion genética, y estilo de vida. A pesar de que los factores
ambientales tienen una mayor contribucién, la genética juega un papel vital en su
desarrollo, se estima que tiene un aporte de mas del 40% (Stunkard AJ et al,
1986; Hjelmborg J et al, 2008) e influye de tal forma que individuos con
predisposicién genética tendrian mayor riesgo de desarrollar obesidad en un
ambiente obesogénico que las personas sin tal predisposicion (Walley AJ et al,
2009). Un ambiente obesogénico se caracteriza por un facil acceso a alimentos
con alta densidad cal6rica y un gasto energético reducido debido a la disminucién

de actividad fisica en la vida diaria (Walley AJ et al, 2009).

2.1.1 La obesidad materna

El sobrepeso y obesidad antes y/o durante el embarazo son factores de riesgo
para la aparicion de diabetes mellitus, hipertensién y preclampsia (Torloni MR et
al, 2009; Hoff GL et al, 2009; Doherty DA et al, 2006) ademas de incrementar el
riesgo de cesarea, hemorragia, infeccion y muerte de la mujer durante la labor de
parto (Heslehurst N et al, 2008; Chu SY et al, 2007; Liu X et al, 2011; Samuels-
Kalow ME et al, 2007). También se aumenta el riesgo de resultados adversos
neonatales, como parto prematuro, anomalias congénitas, hipoglicemia,
problemas cognitivos, hipertension, diabetes mellitus, resistencia a la insulina,
enfermedad coronaria y/o muerte neonatal (Manzanares S et al, 2012; Kalk P et al,
2009; Van Lieshout RJ et al, 2011; Patel SP et al, 2012; Monasta L et al, 2010;



Ruager-Martin R et al, 2010). Los hijos de madres obesas son mas susceptibles a
desarrollar obesidad, diabetes mellitus, sindrome metabdlico y enfermedades

cardiovasculares en la edad adulta (Heerwagen MJ et al, 2010).

2.2 Programacion fetal y obesidad materna

La gestacidén es un periodo crucial del crecimiento, ya que se producen cambios
fisiologicos tanto en la mujer como en el feto; en la vida nutricional de la mujer
representa una mayor vulnerabilidad, ya que se requiere de un mayor aporte de
nutrimentos para el crecimiento y metabolismo de la madre y el feto, esto se debe
al incremento en la actividad anabdlica, parte de estas demandas se cubren con

el incremento en la ingesta de alimentos por parte de la madre (Allen L, 2006).

Los eventos que suceden en etapas criticas del desarrollo de un individuo se
relacionan con el riesgo que tiene de desarrollar obesidad; un insulto 6 condicion
adversa que ocurre durante el periodo de crecimiento maximo y desarrollo de un
organo, altera procesos fisiologicos normales, si el feto se enfrenta a un ambiente
intrauterino desfavorable, existen respuestas adaptativas con el objetivo de
sobrevivir, y a pesar de que pueden beneficiarlo a corto plazo in utero, se conduce
a la adaptacion/reprogramacion del 6rgano en cuestion, repercutiendo en sus
funciones fisiolégicas (Barker DJ, 1997), a este fendmeno se le conoce como
programacion fetal. Las primeras evidencias de dicho fendémeno fueron
observadas en individuos expuestos in utero a la hambruna holandesa en 1944,
revelandose que una pobre nutricion materna, especialmente durante el ultimo
trimestre del embarazo, conlleva a una restriccion en el crecimiento del feto y esta
asociada con una baja tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina (Ravelli
AC et al,1998), ademas de encontrar una relacion entre un bajo peso al nacer y un
incremento en el riesgo de hipertension, obesidad y dislipidemias en la edad
adulta (Barker DJ et al, 1989; Osmond C et al, 1990).

Dabelea y colaboradores realizaron un estudio con adultos jévenes que tuvieron
un peso normal al nacer y que provenian de madres obesas, de los cuales 88%

tenian sobrepeso, obesidad u obesidad moérbida, comparados con 13% de sujetos



nacidos de madres con peso normal (Dabelea D et al, 2000), lo que nos dice que
la obesidad en mujeres, antes y durante el embarazo, es un factor cuyos efectos

se extienden a sus hijos.

En particular, una nutricibn materna alterada (desnutricién y sobrenutricion) puede
llevar a desordenes metabdlicos en la progenie, como obesidad y resistencia a la
leptina (Ravelli AC et al, 1999; Godfrey KM y Barker DJ, 2000; Breier BH et al,
2001). Los efectos deletéreos de la sobrenutricién durante la vida fetal y postnatal
temprana se han investigado en modelos animales, por ejemplo, en ratones se
demostré que una dieta obesogénica antes del apareamiento y durante el periodo
de gestacién y lactancia tiene como resultado crias con hiperfagia, incremento en
adiposidad, hipertension, resistencia a la insulina, y mayor peso en la vida

postnatal (Samuelsson AM et al 2008).

En varios modelos de experimentacion con roedores, las dietas altas en lipidos
conllevan a la obesidad, resistencia periférica a la insulina, disminucién en la
secrecion de insulina inducida por glucosa (Lupi R et al, 2002), disfuncién e
incluso muerte de las células beta pancreaticas, todo esto debido a una alta
disponibilidad de los acidos grasos, contribuyendo a la patogénesis de la diabetes
tipo 2 (Chadt A et al, 2012).

2.3 Pancreas

El pancreas es una glandula vital debido a que tiene un papel fundamental en la
homeostasis de la glucosa y en la digestion, ademas, es de gran interés por las
enfermedades que le afectan, entre las que se encuentran la diabetes y el cancer
pancreatico (Johansson KA y Grapin-Botton A, 2002). En humanos consiste en un
organo de 70-150 g y de 15-25 cm. de largo; esta conectado al duodeno por la
ampula de Vater, donde el principal conducto pancreatico se une con el colédoco
y se utilizan los términos cabeza, cuerpo y cola para designar las regiones del
organo, de proximal a distal (Figura 1), mientras que en roedores, el pancreas

muestra una forma irregular y menos definida (Slack JM, 1995).
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' Conducto
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N\ principal

Cola del pancreas

Duodeno

Cabeza de

pancreas

Figura 1. Representacion de la anatomia del pancreas en el humano. Figura tomada y modificada
de Edlund H, 2002.

Su funcién es tanto endocrina, como exocrina. Los componentes del pancreas
endocrino son los islotes de Langerhans, conformados por células epiteliales
endocrinas separadas de la porcion exocrina por una capa de fibras de colagena,
miden alrededor de 75 a 225 um de diametro y se distribuyen en mayor proporcion
en la cola del pancreas. Estan compuestos por 4 tipos de células secretoras de
hormonas. Las células que se encuentran en mayor proporcion son las células
beta, alrededor del 70%, las cuales secretan insulina. Las células alfa, delta y Pp
secretan glucagon, somatostatina y péptido pancreatico, respectivamente

(Johansson y Grapin-Botton, 2002). Ver Figura 2.

En roedores las células beta se localizan en el centro del islote pancreatico y los
otros tipos celulares en la periferia, mientras que en el humano estan distribuidas
por todo el islote junto con las otras células. La proporcion de células endocrinas

es aproximadamente del 4% del total en una rata adulta (Githens S, 1988).
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Figura 2. Representacion de islote de Langerhans de humano. Figura tomada y modificada de
Vinik, 2004

2.3.1 Insulina

La insulina es una hormona secretada por las células beta de los islotes
pancreaticos, su secrecion esta regulada para mantener los niveles de glucosa en
sangre dentro del rango fisiolégico. La secrecion insuficiente de esta hormona
contribuye a la hiperglicemia crénica, la cual es caracteristica de la diabetes. La
regulacion a corto plazo de la secrecion de insulina, asi como en respuesta a los
alimentos, ocurre principalmente por exocitosis. Sin embargo, el mantenimiento de
unas reservas adecuadas de insulina a largo plazo, depende de la regulacién de la
transcripcion, la traduccion y la biosintesis de ésta. En mamiferos, la glucosa y
acidos grasos afectan profundamente la expresion del gen de la preproinsulina

bajo circunstancias fisioldgicas y patoldgicas (Poitout V, 2006).

En mamiferos adultos, la expresion del gen de insulina estd esencialmente
restringida a las células beta. ElI promotor de la insulina le confiere la expresion
tejido especifica y la regulacidn metabdlica a dicho gen. Diversos factores de
transcripcion actdan sobre esta regidon, formando asi una sofisticada red
transcripcional que asegura una regulacion precisa (Poitout V et al, 2004). El gen
gue da lugar al inicio de la sefial para la sintesis de la insulina en el humano se

encuentra en el brazo corto del cromosoma 11 (Harper ME, 1981).

La insulina es un péptido conformado por dos cadenas unidas por dos puentes

disulfuro. La cadena A tiene 21 aminoacidos. La cadena B tiene 30 aminoacidos
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(Fu Z et al, 2013). La secrecion de insulina muestra un patron bifasico, la primera
fase o fase temprana, se refiere a la liberacion de insulina de manera rapida
debido a que la concentracion de glucosa en el organismo tiene un aumento
repentino, mientras que la segunda fase o fase tardia nos habla de si la
concentracion de glucosa a este nivel se prolonga, la liberacion de insulina
disminuye gradualmente y después empieza a incrementar a una velocidad menor

0 se estabiliza la secrecion (Henquin JC et al, 2002; Gupta D et al, 2012).

La glucosa es el estimulo mas potente para la liberacion de insulina por parte de la
célula beta, una vez que es introducida a la célula, es metabolizada via glucélisis y
fosforilacion oxidativa, incrementando la relacion ATP:ADP, que tiene como
consecuencia el cierre de los canales de potasio dependientes de ATP
provocando la despolarizacion de la membrana plasmatica y la apertura de los
canales de calcio dependientes de voltaje, permitiendo la entrada de iones calcio a
la célula, lo cual finalmente desencadena la secrecion de la insulina via exocitosis
(Gupta D et al, 2012). Ver Figura 3.
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{ Y T
=l | R Canal de potasio
/// \ J .
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,// Glucocinasa
/
/
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'
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S
/
/
4 s
73
/
‘V
§ ‘\
\
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|

Ca?; <i;.9 (Jn:"

/ =
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L~ 0
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Figura 3. Esquema representativo de la secrecion de insulina inducida por glucosa en la célula

beta. Tomada de De Led6n, 2007.
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La insulina participa en el proceso de regulacion hormonal del metabolismo de los
hidratos de carbono (Gil, 2010). En el tejido adiposo y el musculo, la insulina
incrementa la tasa de transporte de la glucosa a través de la membrana
plasmatica, la de la glucdlisis y la sintesis de glucogeno en los tejidos ya
mencionados ademas del higado. También aumenta la tasa de oxidacion de
glucosa por la via de las pentosas-fostafo en el higado y tejido adiposo; por otro
lado, disminuye la tasa de glucogendlisis en el musculo e higado e inhibe el indice

gluconeogénesis en este ultimo (Ashcroft FM y Ashcroft SJ, 1992).

En el metabolismo de los lipidos, la insulina inhibe la lipdlisis en tejido adiposo,
aumenta a formacién de lipoproteinas de muy baja densidad en el higado, la
actividad de la lipoproteina lipasa en el tejido adiposo y esto a su vez, incrementa
la captacién de triacilgliceroles del torrente sanguineo al tejido adiposo, la
colesterogénesis en el higado y puede disminuir la oxidacién de acidos grasos en
el higado (Ashcroft FM y Ashcroft SJ, 1992).

2.3.2 Falla en las células betay su relacion con la obesidad

Cuando las células beta se exponen a niveles elevados de glucosa por periodos
prolongados de tiempo, la glucosa se vuelve toxica para la secrecion de insulina,
expresion génica y supervivencia de estas células. A este fendmeno se le conoce

como glucotoxicidad (Robertson RP et al, 1992).

De una manera similar, los niveles cronicamente elevados de acidos grasos
afectan la funcion de las células beta a través de un proceso llamado lipotoxicidad
(Unger RH, 1995). La lipotoxicidad se asocia con la inhibicion de la secrecion de
insulina inducida por glucosa, disfuncion en la expresion del gen de insulina y
muerte celular por apoptosis; la lipotoxicidad so6lo ocurre en presencia de niveles
altos de glucosa (Poitout V, 2010).

La glucosa o los &cidos grasos libres por si solos no causan una toxicidad de
importancia clinica en la célula beta, ya que se ha observado que las alteraciones

provocadas por la lipotoxicidad son dependientes de niveles elevados de glucosa,
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asi, la hiperglicemia es un pre-requisito para que la lipotoxicidad se lleve a cabo,
por lo que el término de glucolipotoxicidad, es mas adecuado de utilizar para
describir los efectos deletéreos sobre la funcion de la célula beta causados por los
lipidos (Prentki M et al, 2002).

La glucolipotoxicidad resulta en una produccion excesiva de especies reactivas de
oxigeno, disfuncién y muerte celular. Debido a que los islotes pancreaticos tienen
un nivel bajo de antioxidantes intrinsecos son muy vulnerables al dafio por estrés
oxidativo (Robertson R et al, 2007).

La obesidad esta asociada con la resistencia a la insulina y disfuncion de la célula
beta. La resistencia a la insulina conlleva a la disminucion de la captacién de la
glucosa por los tejidos periféricos y a una hiperglicemia transitoria durante el
periodo postprandial. Una exposicion prolongada de las células beta a estos
episodios hiperglicémicos esta asociada con hiperinsulinemia a través de la
proliferacion de dichas células, esta compensacion es para aumentar la secrecion
de insulina ante niveles elevados de glucosa en sangre, y asi, que ésta sea
introducida a las células y logar la euglicemia; este ciclo se repite hasta que la
masa de las células beta no se puede incrementar mas, provocando la
disminucién de los niveles de insulina y un estado de hiperglicemia (Gupta et al,
2012).

2.4 Regulacién de latranscripcién de genes

El proceso mediante el cual la informacion se transfiere del ADN al ARN se le
[lama transcripcion y ocurre en el ndcleo. El nivel de expresion de la mayoria de
los genes es regulada por factores transcripcionales que se unen a secuencias
regulatorias en el ADN situadas rio arriba con respecto al sitio de inicio de la
transcripcion. Los factores de transcripcién se unen a elementos reguladores en la
region promotora del gen vy a través de otras interacciones con la maquinaria
transcripcional, promueven el acceso al ADN y facilitan el reclutamiento de la ARN
polimerasa. La transcripcion de genes que codifican para proteinas es catalizada

por la ARN polimerasa Il. Una vez que la transcripciéon inicia, el ARN que va
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siendo sintetizado es modificado por la adicion de un “cap” en el extremo 57, el cap
sirve inicialmente para proteger al transcrito del ataque de nucleasas, después
sirve como sefial para proteinas involucradas en la exportacion del ARN maduro al
citoplasma. El proceso de la adicion del cap coordina los eventos tempranos de la
transcripcion mediante la regulacion de la transicion de la etapa de inicio de la
transcripcion, donde la polimerasa empieza con la sintesis del ARN, a la etapa de
la elongacion de la transcripcion, en donde la polimerasa se mueve en direccion
5" 3’alo largo de la secuencia del ADN y extiende el transcrito. La elongacion es
regulada por una familia de factores de elongacion. Las secuencias codificantes
(exones) del gen comunmente son interrumpidas por secuencias no codificantes
(intrones), las cuales son removidas en el proceso de “splicing”. Cuando la
polimerasa casi llega al final del gen, la ARN polimerasa detiene la transcripcion
(terminacion), el ARN sintetizado es cortado y se le adiciona una cola de
poliadenosinas en el extremo 3'. Finalmente, el ARN mensajero maduro es

exportado del nucleo al citoplasma (Orphanides G y Reinberg D, 2002).

Una caracteristica de la transcripcion eucariotica es que su regulacion se debe a la
afinidad especifica de los factores de transcripcion (FT) por los promotores. A
cada promotor se puede unir un niumero variable de factores de transcripcion, que
actuan favoreciendo o dificultando la union y la actividad de la ARN polimerasa o
de otros factores de transcripcion y, en consecuencia, determinando la posiciéon y
la eficacia del inicio de la transcripcion. Por tanto, los FT tienen mas
responsabilidad que la propia ARN polimerasa en el reconocimiento de la
secuencia del promotor y se encargan de la regulacion de la transcripcion. Estos
factores también se denominan “factores trans”, pues sus genes estan en posicion
alejada y no relacionada con aquella regién génica cuya expresion regulan
(Luque J, 2001). Estan incluidos los factores basales, activadores vy
coactivadores. Los factores basales interactian con la ARN polimerasa en el sitio
de inicio de la transcripcion en el promotor. Los activadores se unen a secuencias
cortas de ADN especificas localizadas cerca de los promotores. Los activadores
funcionan por medio de interacciones proteina-proteina con los aparatos basales,

otros requieren coactivadores para mediar esa interaccion (Lewin B, 2011).
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Los promotores se pueden dividir en tres tipos, de acuerdo con su accién y su
ubicacion. El promotor basal comprende las secuencias que definen el punto de
inicio de la transcripcion y son imprescindibles para que ésta comience. El
promotor proximal determina la frecuencia con la que se produce el inicio de la
transcripcion (Luque J, 2001). Los elementos distales (potenciadores, los
silenciadores y aisladores) participan en la regulacion otorgando una expresion en

el tiempo y tejido especificos (Recillas F y Escamilla M, 2004).

Aungue no es motivo de este trabajo, es importante mencionar que otro tipo de
regulacion de la expresion génica depende del componente epigenético. La
regulacion epigenética gira en torno a la estructuracibn del genoma en la
cromatina y su efecto regulador sobre la expresion de los genes. Se consideran
procesos de regulacion epigenéticos, todos aquellos que influyen tanto de manera
normal como anormal en la expresion heredable de los genes sin que ocurran
cambios en la secuencia del ADN. Los mas comunes son las modificaciones post-
traduccionales de las histonas y la metilacion del ADN (Recillas F y Escamilla M,
2004).

2.5 Dietay expresion génica

El término dieta se refiere al conjunto de platillos y alimentos que un individuo
consume en un dia. La dieta debe ser adecuada a las condiciones fisiolégicas y
fisiopatolégicas del organismo que ha de recibirla, de no ser asi, resultara nociva a
corto o a largo plazo, por eso, el ser humano ha de procurar consumir una dieta
recomendable que cumpla con el objetivo de proporcionar la cantidad de energia y
nutrimentos necesarios para lograr mantener un buen estado de nutricion. Una

dieta recomendable debe ser:

a) Completa: Que contenga todos los nutrimentos necesarios para mantener la
vida y la salud. Se recomienda incluir en cada tiempo de comida alimentos

de los tres grupos (hidratos de carbono, lipidos y proteinas).
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b) Equilibrada: Los nutrimentos deben guardar las proporciones adecuadas
para mantener una nutricion optima.

c) Suficiente: Que aporte la cantidad adecuada de alimentos que proporcionen
energia, nutrimentos inorganicos, vitaminas, fibra y agua necesarios de
acuerdo con las caracteristicas fisicas, fisiologicas y/o fisiopatoldgicas
individuales para mantener el buen funcionamiento de los 6érganos,
aparatos y sistemas.

d) Variada: Debe incluir diferentes alimentos de cada grupo.

e) Inocua: Que se encuentre exenta de microorganismos.

La cantidad minima que es necesaria ingerir de cada nutrimento para alcanzar un
estado de nutricion éptimo se denomina requerimiento nutrimental. El estado de
nutricion expresa el grado de necesidad fisioldgica de nutrimentos. Es de gran
importancia ya que la mayoria de las veces es un factor determinante en la
etiologia y manejo de las diferentes enfermedades como la diabetes y la obesidad,
enfermedades en que la nutricion esta significativamente involucrada (Milke P,
2000).

La dieta es el factor ambiental de mayor influencia durante el desarrollo fetal, y sus
efectos en la salud no se limitan al individuo, sino que pueden pasar a la siguiente
generacion. Los factores ambientales interaccionan con el genoma para
determinar la expresion de genes y consecuentemente, la funcién de los tejidos y

el riesgo a padecer ciertas enfermedades (Sandovici |, 2011).

Los nutrimentos modulan mecanismos epigenéticos, como la metilacion del ADN y
la modificacion de las histonas, la regulacion epigenética de la expresion génica se
ha visto implicada en la mediacion de los efectos de la programacion causados por

la dieta en etapas tempranas de la vida (Sandovici |, 2011).

En estudios recientes se ha demostrado que una dieta materna con restriccion
proteinica y una dieta paterna hiperlipidica puede llevar a la reprogramacion de la
expresion de genes en los islotes pancreaticos de la progenie, lo cual implica un
papel importante de los mecanismos epigenéticos en la funcion del islote (Chadt A
et al, 2012).
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La disfuncién de las células beta tiene un papel fundamental en el comienzo y
desarrollo de la diabetes tipo 2. Esta disfuncion puede empezar con una
disminucién en la tolerancia a la glucosa, la cual se asocia con un niumero menor
de células beta funcionales. Los hidratos de carbono, proteinas y lipidos influyen
en la expresion génica en los islotes de Langerhans (Chadt A et al, 2012). Por
ejemplo, la exposicidn a acidos grasos de cadena larga inhibe la expresion de la
preproinsulina inducida por glucosa, asi como la sintesis y funcion de factores de
transcripcion esenciales para la funcién de la célula beta como Pdx-1 y MafA (Ritz-
Laser B et al, 1999; Hagman DK et al, 2005).

Por otro lado, McCurdy y colaboradores reportaron en un estudio con primates,
gue la progenie de madres alimentadas con una dieta alta en lipidos mostré un
incremento en los triglicéridos, una expresion elevada de enzimas
gluconeogénicas y un incremento de diversos marcadores de estrés oxidativo en
el higado, incrementando el riesgo de tener esteatosis hepatica no alcohdlica
(McCurdy CE et al, 2009).

2.6 Genes estudiados y su papel en la obesidad

En esta seccion se describe la importancia de cada uno de los genes estudiados
en el presente trabajo, en general, estos genes se relacionan con el balance
energético (FTO) y con la secrecion de insulina inducida por glucosa (Mgat4a,
UCP2y FTO).

2.6.1 Mgat4a

El transporte de glucosa en las células beta pancreaticas se lleva a cabo mediante
el Glut 2 (en roedores, Glut2 es el principal transportador, en humanos también se
expresa el Glutl y Glut 3), y su expresion se reduce debido a la glucolipotoxicidad
(Gremlich S et al, 1997; Reimer MK y Ahren B, 2002).

El anclaje del Glut2 en la membrana de la célula beta depende de su interaccion
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con una lectina de superficie celular, la galectina 9, que se une a una estructura de
glicano (Ohtsubo K et al, 2005, 2011); y para que se forme dicha estructura, es

necesaria una glicosiltransferasa llamada GnT-4a, codificada por el gen Mgat4a.

Bajo condiciones de glucolipotoxicidad, la Gnt-4a es regulada a la baja, teniendo
como consecuencia la internalizacién del transportador de glucosa e impidiendo
gue la glucosa entre a la célula, afectando la secrecion de insulina estimulada por

glucosa.

Los transportadores de glucosa son una familia de glicoproteinas integrales de la
membrana plasmatica, que transportan glucidos a través de ella por difusion
facilitada para el suministro de energia (Olson AL y Pessin JE, 1996). La pérdida
de la expresion del Glut2 en células beta pancreaticas de humano y roedores esta
asociada con hiperglicemia y una disminucion en la secrecion de insulina
estimulada por glucosa, los cuales son marcadores tempranos de la diabetes tipo
2 y precede al desarrollo de resistencia a la insulina (Johnson JH et al, 1990;
Unger RH 1991; Guerra SD et al, 2005). El transportador de glucosa Glut 2 es
esencial para la respuesta primaria de la secrecion de insulina estimulada por

glucosa en células beta de raton.

A pesar de que se ha demostrado el rol negativo de los lipidos en la funcion y
sobrevivencia de la célula beta (Poitout V y Robertson RP 2008, Sako Y y Grill VE

1990), los detalles de los mecanismos moleculares son escasos.

Ohtsubo y colaboradores (2011) proveen una explicacion molecular para la
disminucién de la secrecion de insulina estimulada por glucosa a causa de una
dieta alta en lipidos o la exposicion de islotes pancreaticos (tanto de humano como
ratén) al acido palmitico (Ohtsubo K et al, 2005, 2011). Este mecanismo involucra
la exclusion nuclear de dos factores de transcripcion, Foxa2 y Hnfla y una
consecuente reduccion en la expresion de la glicosiltransferasa Gnt-4a. Como
resultado, disminuye la expresion de Glut 2 y la glicosilacion por Gnt-4a, se
suprime la captacion de glucosa y la secrecion de insulina estimulada por glucosa
(Ohtsubo K et al, 2011). Ver Figura 4.
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Figura 4. Mecanismo por el cual una dieta alta en lipidos disminuye la secrecion de insulina

estimulada por glucosa. (Figura tomada de Ohtsubo K et al, 2011)

2.6.2 UCP2

En la secrecion de insulina estimulada por glucosa, la mitocondria tiene un papel
esencial en el acoplamiento de la oxidacion de la glucosa con la producciéon de
ATP, sefal que desencadena una serie de eventos que conllevan a la liberacion
de la insulina. Las células beta expresan una proteina desacoplante mitocondrial,
UCP2 (proteina desacoplante 2, por sus siglas en inglés), a la que se le ha
asociado con un dafio en la secrecion de insulina estimulada por glucosa y

contribucion con el desarrollo de la diabetes tipo 2 (Affourtit C y Brand MD, 2008).

La UCP2, pertenece a una familia de proteinas que modulan el metabolismo
mitocondrial y se les ha implicado en el desarrollo de la resistencia a la insulina.
Dichas proteinas, pueden intervenir en el desacoplamiento metabdlico, que se
refiere a la pérdida de energia (de la oxidacion de los nutrimentos) en forma de
calor no ligada a la sintesis de ATP (Chan CB y Harper ME, 2006).

El ARN mensajero de la UCP2 se expresa en varios tejidos, como el tejido

adiposo, corazon, pulmdn, musculo esquelético y rifidn, sin embargo la expresion
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de su proteina esta restringida a pocos, tales como el pancreas endocrino, bazo,
estbmago, cerebro y pulmones. Su rol en la fisiopatologia de la diabetes ha sido
asociado con el dafio en la secrecion de insulina estimulada por glucosa (Chan CB
y Harper ME, 2006).

Tanto el ARN mensajero como la proteina de UCP2 han sido localizados en lineas
celulares de células beta de roedores y humanos. En la mayoria de los reportes, la
expresion de la UCP2 es mayor en los islotes de roedores obesos o diabéticos

(revision por Chan y Harper, 2006).

La elevacion de los acidos grasos induce la transcripcion de UCP2. Estudios in
vitro indican que la expresiéon de UCP2 aumenta en células de INS-1 e islotes
pancreaticos de rata después de la exposicién a acido palmitico o acido oleico
(Lameloise, 2001; Chan CB et al, 2001; Patane G, 2002), por otro lado, estudios in
vivo muestran resultados similares en roedores alimentados con dietas altas en
lipidos (Joseph JW et al, 2004).

La expresion del gen UCP2 es regulado a la alta por niveles altos de glucosa y
acidos grasos y es relativamente alta en modelos de ratén con diabetes tipo 2 y
lipotoxicidad (Patane G, 2002), aunque los niveles de ARNm y proteina no
necesariamente son proporcionales en la célula beta, sugiriendo una regulacién a
nivel traduccional o una tasa variable de degradacion de la proteina (Pecqueur C
et al, 2001).

26.3FTO

Otro gen relacionado con riesgo de padecer diabetes tipo 2 y obesidad es el FTO,
al cual se le ha asociado con el indice de masa corporal (Dina C et al, 2007;
Frayling TM et al, 2007). Aunque hay diversos fenotipos relacionados con el FTO,

se sabe poco de los mecanismos o rutas fisiolégicas a nivel molecular.

El gen asociado con la obesidad y grasa corporal (Fat mass and obesity

associeted gene, FTO por sus siglas en inglés) se le ha involucrado en la
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regulacion del apetito, ya que su ARN mensajero tiene una elevada expresion en
areas del cerebro asociadas con el balance energético (Gerken T et al, 2007).
También se ha observado que se expresa en el pancreas endocrino,
especificamente en islotes pancreaticos (células beta y células alfa); sin embargo

su funcién en dicho 6rgano alin se desconoce.

Existe evidencia que indica que algunos de los polimorfismos de este gen estan
relacionados con resistencia a la insulina y diabetes. Adicionalmente la expresion
inducida del FTO conlleva al incremento de la primera fase de la secrecion de
insulina inducida por glucosa en lineas celulares de insulinoma. Sin embargo, los
mecanismos moleculares que controlan la expresion de dicho gen aun no son

completamente entendidos (Guo J et al, 2012).

Recientemente, se ha encontrado que el FTO tiene funcion de desmetilasa en
cadena sencilla de ADN y ARN. Se piensa que sus principales blancos son la 6-
metiladenosina (M6A), 3 metil-uracilo (m3U) y 3 metil-timidina (m3T). La
modificacion en m6A, es el principal sustrato de la metilaciéon del ARN y sugiere
una afectacion en el procesamiento del ARN, el transporte y la eficiencia de su
traduccion. Estas modificaciones son reversibles, y tiene influencia sobre su
estabilidad y vida media. Dos estudios han identificado ARNm que contienen m6A
en cerebro e higado de raton, donde se report6é zonas ricas de m6A alrededor del
codén de paro, lo cual sugiere un papel en el control traduccional y que la
metilacion en m6A del ARN mensajero desempefia un papel importante en la

regulacion de la expresion génica (Merkestein et al. 2014).

2.7 Ejercicio fisico

Existe evidencia de que realizar actividad fisica con regularidad, tiene mdultiples
beneficios para la salud, entre los que se encuentran una disminucion en el peso
corporal y un menor riesgo a desarrollar resistencia a la insulina, intolerancia a la

glucosa o diabetes tipo 2 (Snowling NJ y Hopkins WG, 2006).

Recientemente se demostr6 que ratones joévenes que realizaron ejercicio
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voluntario en una rueda, mejoraron su composicién corporal, tuvieron una
disminucién en el peso y un aumento en la masa muscular (Goh J y Ladiges WC,
2013).

Se sabe que la actividad fisica mejora la sensibilidad periférica a la insulina
(Holloszy JO, 2005), mejora la tolerancia a la glucosa y ayuda la preservacion de
la funcién de las células beta pancreaticas (Kitabchi AE et al, 2005). Se ha
sugerido que el ejercicio con una intensidad moderada durante la gestacion y en el
periodo perinatal, tiene beneficios tanto para la madre como para su descendencia
y es necesario para prevenir el desarrollo de desdrdenes metabdlicos en la
progenie (Vickers MH y Sloboda DM, 2012). Se ha observado en estudios en rata,
un aumento en la neurogénesis y en la memoria de las crias provenientes de
madres que realizaron ejercicio; mientras que en ratones que realizaron actividad
fisica, se observdé un aumento en la sensibilidad de insulina (Carter LG et al,
2013). Por otro lado, se ha reportado que ratas prefiadas sujetas a ejercicio con
intensidad baja a moderada, antes y durante la gestacion puede disminuir los
efectos metabdlicos programados inducidos por una dieta baja en proteinas en las
crias (Fidalgo M et al, 2013).

La progenie de madres desnutridas o con sobrealimentacién, manifiestan
desérdenes metabdlicos como la obesidad y la resistencia a la insulina. En ratones
se ha visto que una dieta materna obesogénica lleva a la reduccion de actividad
fisica en la progenie, es posible que esta inactividad programada contribuya a la
adiposidad (Samuelsson AM et al. 2008).

Por otra parte, el ejercicio provoca cambios en la expresién génica en diferentes
organos, por ejemplo en el musculo esquelético, desencadenando adaptaciones
metabolicas y estructurales (Coffey VG y Hawley JA, 2007). Estudios de R6nn y
colaboradores en el 2013, concluyen que el ejercicio induce cambios en la
metilacién del ADN en el tejido adiposo en humano, que potencialmente afecta el
metabolismo del adiposito, sin embargo aunque se ha visto que el ejercicio modula
adaptaciones gue ocurren por mecanismos epigenéticos, la ruta por la cual sucede

este efecto de “desprogramaciéon” se desconoce (R6nn T et al, 2013).
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3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de una dieta materna alta en lipidos, una dieta intervenida,
ejercicio materno y ejercicio realizado por las crias en la expresion de los genes

FTO, UCP2 y Mgatda en el pancreas de la progenie.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

* Observar si el tipo de dieta consumida por la madre modifica la expresion
de los genes de interés en el pancreas de la progenie

» Observar si un cambio de dieta, de obesogénica a balanceada, modifica la
expresion de los genes de interés.

» Observar si el ejercicio en la madre modifica la expresion de los genes de
interés.

* Observar si el ejercicio en la cria modifica la expresion de los genes de

interés.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad es un problema a nivel mundial que est4 provocando dafios a la
salud, como enfermedades cardiovasculares y la diabetes tipo 2. Actualmente, la
obesidad en mujeres embarazadas ha incrementado, y se han visto efectos
deletéreos en su progenie, por tal motivo, es importante contar con un modelo
animal de obesidad materna para tener un acercamiento a las consecuencias de
esta enfermedad en la progenie. Ya que la genética estd involucrada en el
desarrollo de la obesidad, es importante saber si factores ambientales como la
dieta y el ejercicio modifican la expresion de algunos genes relacionados con la

secrecidn de insulina inducida por glucosa y el balance energético.
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5. HIPOTESIS

Una dieta materna alta en lipidos provocara una disminucion en la expresion
génica de FTO y Mgat4a y un aumento en el gen UCP2 en el pancreas de la
progenie. Por otro lado, una dieta intervenida y el ejercicio fisico realizado por la
madre y la cria, producirdn un efecto benéfico sobre la expresion de los genes de
interés, aumentandola en el gen FTO y Mgat4a y disminuyéndola en el caso de
ucP2.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Grupos experimentales

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo bajo las normas de uso y
cuidado de animales de laboratorio (NOM- 062- ZO0O-1999).

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar que a partir de los 21 dias de edad, se
dividieron en dos grupos, control (C), las cuales fueron alimentadas con dieta
control, y grupo de obesidad materna (OM), las cuales fueron alimentadas con
dieta alta en lipidos. A partir del grupo de obesidad materna (OM) se formd un
tercer grupo denominado dieta intervenida (Dint) en el cual, se cambid de la dieta
alta en lipidos por una dieta control a los 90 dias de edad. A partir de este dia, se

separaron las ratas de los grupos correspondientes, para que realizaran ejercicio.

Al cumplir 120 dias de edad, las hembras se aparearon con ratas macho de
fertilidad comprobada de la misma cepa. El criterio para determinar si estaban
prefiadas fue realizarles un frotis vaginal y la presencia de espermatozoides
indicaba que las ratas estaban prefiadas, una vez confirmado el estado gestante,
se separaba a la rata hembra del macho para colocarla en una caja nueva y
asignarle la dieta correspondiente (control o alta en lipidos), con la cual siguio
hasta el final de la lactancia. Los grupos con ejercicio lo realizaron desde el dia 90

hasta el final de la gestacion.
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Se trabajo con crias macho, una vez que cumplieron 21 dias de edad, se les
empezo a alimentar con dieta control y se les separ6 de sus madres. A partir del
dia 50, algunas de las crias hicieron ejercicio hasta los 110 dias. Finalmente, los

grupos de las crias quedaron asignados de la siguiente manera (ver Figura 5):

» C: Crias provenientes de madres alimentadas con dieta control.

* C E: Crias que realizaron ejercicio provenientes de madres alimentadas con
dieta control

* Mej C: Crias provenientes de madres alimentadas con dieta control y que
realizaron ejercicio durante la gestacion.

* OM: Crias provenientes de madres alimentadas con dieta hiperlipidica

« OM E: Crias que realizaron ejercicio provenientes de madres alimentadas
con dieta hiperlipidica.

* Mej OM: Crias provenientes de madres alimentadas con dieta hiperlipidica y
gue realizaron ejercicio durante la gestacion.

» Dint: Crias provenientes de madres alimentadas con dieta intervenida.

» DintE: Crias que realizaron ejercicio provenientes de madres alimentadas
con dieta intervenida.

* MejDint: Crias provenientes de madres alimentadas con dieta control y que

realizaron ejercicio durante la gestacion.

El ejercicio realizado por las ratas fue en el interior de una rueda para roedor
en una sesion de 2 lapsos de 15 min de actividad, con un lapso de 15 min de
descanso entre ellos, 5 sesiones por semana a ritmo voluntario. Las madres

durante 4 semanas y las crias durante 8.
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Figura 5. Esquema de alimentacion y ejercicio de las ratas.
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6.2 Dietas

La dieta control consistié en: Alimento comercial para roedor Rodent RQ 22-5 de

Zeigler, formulada para mantenimiento, crecimiento, reproduccion y lactancia de

ratas y ratones convencionales conteniendo 5% (p/p) de grasa y un contenido

energético de 4 kcal/g. Mientras que la dieta alta en grasa fue elaborada en la

planta piloto del Departamento de Ciencia y tecnologia de los alimentos (DCyTA)

del INCMNSZ, cuyo contenido de lipidos fue del 25% (p/p) y el contenido

energético de 5kcal/g, con una formulacion disefiada en base a la recomendacién

AIN-93 del American Institute of Nutrition asi como las modificaciones hechas por

Zambrano y colaboradores (Zambrano E et al, 2010).

Tabla 1. Composicién nutricional de las dietas

% (p/p)

Nutrimento Dieta control Dieta alta en lipidos
Proteina 22.0 23.4
Lipidos 5.0 25.0

Polisacaridos 31.0 20.59
Azlcares simples 31.0 20.59
Fibra dietética 4.0 5.0
Minerales 6.0 5.0
Vitaminas 1.0 1.0
Contenido energético 4 kcallg 5 kcallg
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6.3 Aislamiento de islotes pancreaticos

Se decapitd a la rata con una guillotina para después colocarla boca arriba y
limpiarla con alcohol. Se corté la piel en el centro del vientre y el musculo por el
centro, realizando un corte diagonal de ambos lados hasta las costillas. Se llevo el
musculo hacia atras para poder cortar el esternén. Con pinzas de hemostasis se
bloqued el conducto de Wirsung para poder realizar un corte en la ampula de
vater. Se procedié a canular. El pancreas se insufl6 con 10 mL de solucion de
Hank's, después se retir6 cortando con microtijeras, colocandolo en un vaso de
precipitados de 50 mL con solucién de Hank's. Se cortd el pancreas en otro vaso
de precipitados junto con 3 mg de colagenasa, completando a 5 mL con solucién
de Hank's. Se vacio en un matraz de plastico y coloco en el bafio de agitacién a
37° C y una velocidad de 170 golpes por minuto durante 5 min. El matraz se sacoé
del bafio y sacudi6 con la mano fuertemente 10 veces, terminado esto, se regreso
al bafio de agitacion por 4 minutos. Se vacio el contenido a un tubo de plastico de
50 mL y se llevé a 25-30 mL segun el numero de pancreas. Se centrifugoé a 1000
rom 3 minutos a 4°C. Se retird el sobrenadante dejando de 2 a 3 mL con la
pastilla. Se complet6 el volumen a 25-30 mL con solucién de Hank’s y luego se
centrifugd a 1000 rpm por 3 minutos a 4°C. Se retiré el sobrenadante dejando de 2
a 3 mL con la pastilla y lo que quedo se resuspendio para después hacerlo pasar a
través de un colador; el volumen obtenido se pasé a un tubo falcon de 50 mL y se
centrifugd a 1200 rpm por 5 minutos. Se retird el sobrenadante y se procedio a
hacer el gradiente de ficol. A la pastilla se le agregé 6 mL de ficol al 27% y se
homogeniz6 en vortex, posteriormente se adicionaron 3 mL de ficol a 23%, 20% y
11% por las paredes del tubo. Se centrifugé 2100 rpm por 15 minutos. Se
colectaron los islotes de la interfase de la ultima capa (11%) con una pipeta
Pasteur y se prosiguié con dos lavados, éstos se llevaron a cabo pasando los
islotes a un tubo de plastico, el cual contenia 15 mL de solucién de Hank’s,
posteriormente se centrifugd a 800 rpm por 5 minutos. Después del segundo
lavado, se decantdé el sobrenadante y los islotes se vaciaron en una caja petri
negra para recolectarlos con una micropipeta de 10 pL, bajo un microscopio

estereoscopico. Los islotes se colectaron en un tubo eppendorf, y por cada 250-
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300 islotes, se adicion6é 1 mL de QIAzol Lysis reagent para después almacenarlos

a -70°C. En la Figura 6 se muestra un resumen del procedimiento.

AISLAMIENTODE |
ISLOTES PANCREATICOS

Obtencion de Islotes, para Gradiente de Ficoll
después adiclonar solucion de (23%, 20%, 11%)
lisis. Se almacenaron a -70°C

Digestion con Escision del pancreas Se insufld el pancreas
colagenasa con solucion de Hanks

Figura 6. Esquema del procedimiento del aislamiento de islotes pancreaticos de rata.

6.4 Extraccion de ARN

Se utilizé6 el mini kit RNeasy lipid tissue de Qiagen. Para lisar los islotes, se
descongelaron y agitaron en vortex de 15-30 segundos. Después se volvieron a
congelar a -70°C de 15-20 minutos, para descongelarlos después y agitar en

vortex de 15-30 segundos. Este proceso se repitid una vez mas. Se incubd la
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muestra a temperatura ambiente por 5 minutos para después adicionar 200 pL de
cloroformo y se agitdé vigorosamente por 15 segundos. Se incubd a temperatura
ambiente de 2-3 minutos. Se centrifugé a 12000 rpm por 15 min a 4°C. Luego se
transfirié la parte acuosa a un tubo nuevo y se adicion6é 1 volumen de etanol al
70% y se agitd con vortex. Se transfirio la muestra a un tubo de 2 mL con columna
para su purificacion y centrifugé por 15 segundos a 10000 rpm, desechando los

residuos.

Se adicionaron 700 uL de buffer RW1 (RNeasy lipid tissue kit, Qiagen) a la
columna y centrifugé a 10000 rpm por 15 segundos. Al terminar, se descartaron
los residuos. Se adicionaron 500 uyL de buffer RPE (RNeasy lipid tissue Kit,
Qiagen) y centrifug6 15 segundos a 10000 rpm para luego descartar los residuos,
nuevamente se adiciond la misma cantidad de ese buffer, centrifugandose a
10000 rpm por 2 minutos. Se coloco la columna en un tubo nuevo de 1.5 mL, y se
adicionaron de 30-50 uL de agua libre de RNAsas, se pasé a la centrifuga por un

minuto a 10000 rpm.

Ya obtenido el ARN de los islotes, se cuantific6 su concentracidn en un

Luminometro Biotek Synergy HT a una longitud de onda de 260 y 280 nm.

6.5 RT-PCR en tiempo real

La sintesis del ADN complementario se llevd a cabo mediante la reaccion de
transcriptasa reversa utilizando el kit de Roche “Transcriptor first strand cDNA
synthesis kit” siguiendo las especificaciones del fabricante. El estudio de la
expresion génica se llevd a cabo mediante la técnica de PCR en tiempo real
utilizando el equipo Light Cycler 2.0 de Roche. Las condiciones activacion de la
ARN Taq polimerasa y desnaturalizacion del ADN fueron a 95°C durante 10
minutos, 45 ciclos de amplificacion (95°C, 10 s; 60°C 30 s; y 72°C 1 s). En el caso
del gen UCP2 fueron 55 ciclos.
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Los oligonucledtidos y

las sondas especificas para cada uno de los genes de

interés se disefaron utilizando el programa “Universal Probe Library Assay Design

Center” de Roche (http://gpcr.probefinder.com/roche3.html).

La secuencia de los oligonucledtidos para cada gen se muestra en la Tabla 2:

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleétidos sentido y antisentido de los genes UCP2, Mgat4a, FTO

y B-actina.
Gen Oligonucledtido sentido OIi.gonu.cIe(')tido
(5’-3") antisentido (3'-5")
UCP2 gcgtgagacctcaaagcac gggaccttcaatcgtcaaga
Mgatda gagaaattagttccggcttge aggttttgcttcgttctcca
FTO tcacagcctcggtttagctc aatccaaggtgcctgttgag
B-actina aaggccaaccgtgaaaagat accagaggcatacagggaca

6.6 Andalisis estadistico

Se utiliz6 el programa Sigma Plot version 11.0. Se utilizo la prueba de analisis de
varianza de una via (ANOVA, por sus siglas en inglés) y la diferencia entre las
medias se determiné con la prueba Holm-Sidak. Un valor de p<0.05 se considero

como estadisticamente significativo.

7. RESULTADOS Y ANALISIS
7.1 Resultados de la expresion relativa del gen Mgat4a

En la Figura 7 se muestra la expresion del gen Mgat4a de los grupos con dieta
control (C), dieta alta en lipidos (OM) y dieta intervenida (Dint), en donde se

observa una tendencia al incremento en el grupo OM con respecto al control.
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Figura 7. Expresion relativa en unidades arbitrarias (UA) del gen Mgat4a con respecto al gen B-
actina en islotes pancreaticos de ratas macho. C: Crias provenientes de madres alimentadas con
dieta control. OM: crias provenientes de madres alimentadas con dieta hiperlipidica. Dint: crias
provenientes de madres alimentadas con dieta intervenida. Los resultados representan la media *

EE, n=3-5 experimentos independientes.

En la Figura 8 se muestra la expresion del gen Mgat4a de los grupos en donde la
cria realizo ejercicio comparados con su grupo control. Se observa la tendencia al
incremento de la expresion de este gen en los grupos en donde la cria realizd
ejercicio, sin importar la dieta consumida por la madre, con respecto a su control

(crias alimentadas con la misma dieta pero que no realizaron ejercicio).
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Figura 8. Expresion relativa en unidades arbitrarias (UA) del gen Mgatd4a con respecto al gen (-
actina en islotes pancreaticos de ratas macho. C: Crias provenientes de madres alimentadas con
dieta control. CE: crias que realizaron ejercicio, provenientes de madres alimentadas con dieta
control. OM: crias provenientes de madres alimentadas con dieta hiperlipidica. OME: crias que
realizaron ejercicio provenientes de madres alimentadas con dieta hiperlipidica. Dint: crias
provenientes de madres alimentadas con dieta intervenida. DIntE: crias que realizaron ejercicio,
provenientes de madres alimentadas con dieta intervenida. Los resultados representan la media *

EE, n=3-5 experimentos independientes.

Cuando se analiza por separado el efecto del ejercicio en las crias y la dieta
materna, se observa un incremento significativo en la expresion génica de Mgat4a
en las crias provenientes de madres alimentadas con una dieta obesogénica y una
dieta intervenida, comparados con el grupo proveniente de madres alimentadas

con una dieta control. Ver Figura 9.
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Figura 9. Expresion relativa en unidades arbitrarias (UA) del gen Mgat4a con respecto al gen B-
actina en islotes pancreaticos de ratas macho. CE:Crias que realizaron ejercicio provenientes de
madres alimentadas con dieta control. OME: Crias que realizaron ejercicio provenientes de madres
alimentadas con dieta hiperlipidica. DintE: Crias que realizaron ejercicio provenientes de madres
alimentadas con dieta intervenida. Los resultados representan la media + EE, n=3-5 experimentos
independientes. *p<0.05

En las crias provenientes de madres alimentadas con una dieta obesogénica y
gue durante el embarazo se cambié a dieta balanceada, se encontré6 un
incremento significativo en la expresion del gen en cuestion, por efecto del

ejercicio realizado por las crias. Ver Figura 10.
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Figura 10. Expresion relativa en unidades arbitrarias (UA) del gen Mgat4a con respecto al gen B-
actina en islotes pancreaticos de ratas macho. Dint: Crias provenientes de madres alimentadas con
dieta intervenida. MejDint: Crias provenientes de madres alimentadas con dieta control y que
realizaron ejercicio durante la gestacion. DintE: Crias que realizaron ejercicio provenientes de
madres alimentadas con dieta intervenida.. Los resultados representan la media + EE. n=3-5
experimentos independientes. *p<0.05

7.2 Resultados de la expresion relativa del gen UCP2

A continuacién se muestra la expresion del gen UCP2 en el pancreas de las crias
de los grupos en donde la madre fue alimentada con dieta alta en lipidos.
Aparentemente solo es modificada por efecto del ejercicio en las crias (OME) con
respecto a las que no lo realizaron (OM). Estos resultados se muestran en la

Figura 11.
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Figura 11. Expresion relativa en unidades arbitrarias (UA) del gen UCP2 con respecto al gen B-
actina en islotes pancreéticos de ratas macho. OM:Crias provenientes de madres alimentadas con
dieta hiperlipidica.OME: Crias que realizaron ejercicio provenientes de madres alimentadas con
dieta hiperlipidica. Mej OM: Crias provenientes de madres alimentadas con dieta hiperlipidica y que
realizaron ejercicio durante la gestacion. Los resultados representan la media + EE. n=3-5
experimentos independientes.
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7.3 Resultados de la expresion relativa del gen FTO

A continuacién se presenta la expresion del gen FTO, en el pancreas de las crias
de los grupos en donde la madre fue alimentada con dieta control. Se observo un
incremento en la expresion del gen cuando se realiza ejercicio, ya sea por la
madre o por la cria en los grupos provenientes de madres alimentadas con una
dieta materna control, sin embargo, el incremento es mas notorio cuando la madre

es la que realiza el ejercicio.

Figura 12. Expresion relativa en unidades arbitrarias (UA) del gen FTO con respecto al gen B-
actina en islotes pancreaticos de ratas macho. C: Crias provenientes de madres alimentadas con
dieta control. Mej C:Crias provenientes de madres alimentadas con dieta control y que realizaron
ejercicio durante la gestacion. CE: Crias que realizaron ejercicio provenientes de madres
alimentadas con dieta control. Los resultados representan la media + EE. n=3-5 experimentos
independientes. *p<0.05
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Cuando se analizé el efecto del ejercicio de acuerdo con el tipo de dieta
consumido, por la madre, se encontr6 que el ejercicio realizado por la madre
produjo un incremento en la expresion del gen FTO solamente cuando esta
consumié una dieta control (balanceada), comparado con los otros dos tipos de

dieta, obesogénica (OM) y dieta intervenida (Mej Dint).

Figura 13. Expresion relativa en unidades arbitrarias (UA) del gen FTO con respecto al gen B-
actina en islotes pancreéticos de ratas macho. Mej C: crias provenientes de madres alimentadas
con dieta control y que realizaron ejercicio durante la gestacién. Mej OM: crias provenientes de
madres alimentadas con dieta hiperlipidica y que realizaron ejercicio durante la gestacion. Mej Dint:
crias provenientes de madres alimentadas con dieta control y que realizaron ejercicio durante la
gestacion. Los resultados representan la media + EE. n=3 experimentos independientes. *p<0.05
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

La enzima N-acetilglucosaminil transferasa tiene un papel fundamental en la
migracion del transportador de glucosa (Glut2) hacia la membrana de la célula
beta, ya que la adicion de un glicano favorece el anclaje del transportador a la
membrana; dicha enzima es codificada por el gen Mgat4a (Ohtsubo K et al, 2011).
La disminucién en la expresion de este gen podria comprometer de manera
indirecta esta migracién y por lo tanto afectar la captacion de glucosa por la célula

beta.

Los estudios realizados por Ohtsubo y colaboradores (Ohtsubo K et al, 2011),
demuestran que una dieta alta en lipidos disminuye la expresion del gen Mgat4a
en células beta pancreéticas de raton. En el presente trabajo, se estudio el efecto
de una dieta alta en grasa, un cambio en la dieta (de obesogénica a balanceada),
del ejercicio materno y del ejercicio en la cria, en la expresion del gen Mgat4a en
el pancreas de la progenie, y se encontré un incremento significativo en la
expresion del gen Mgatda por efecto del ejercicio realizado en las crias
provenientes de madres alimentadas con una dieta obesogénica y una dieta
intervenida (Figuras 9 y 10) comparadas con el grupo control con ejercicio en la
cria, sugiriendo que el ejercicio en la progenie, modifica la expresién del gen
Mgatd4a a pesar de provenir de una madre sedentaria y aunque esta hubiera
consumido una dieta obesogénica en alguna periodo de su vida antes o durante la
gestacion. El aumento en la expresion de este gen podria corresponder a un
aumento en la sintesis de la glicosiltransferasa Gnt-4a y asi se favoreceria la
migracion del Glut2 a la membrana de la célula beta, beneficiando la secrecion de

insulina inducida por glucosa.

Con estos resultados se puede decir que el factor que esta actuando en la
modificacion de la expresion de este gen podria no ser la dieta materna, sino el
ejercicio realizado por la cria. Aunque se desconoce el mecanismo por el que el
ejercicio regula la expresion de Mgatda en este estudio, se ha reportado que en el
humano, el ejercicio favorece modificaciones epigenéticas que regulan
positivamente la expresion de genes que participan en rutas metabodlicas en

musculo y tejido adiposo (Ronn T et al, 2013).
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Se sabe que la obesidad materna programa a su progenie para distintas
enfermedades, como obesidad, enfermedades cardiovasculares y/o diabetes
(Heerwagen MJ, 2010). En los resultados obtenidos en el presente estudio, se
observo que la programacion a la que pudieron estar sometidas las crias debido a
la dieta materna, no afecto la expresion del gen Mgatda en el pancreas, y aunque
se hubiera esperado que la expresion de este gen fuera mayor en el grupo control
con ejercicio en la cria con respecto a los grupos OME y DintE sugiere que el nivel
de expresion génica en el control, es el necesario para la funcion de este gen en
condiciones normales. Si bien el estudio de la expresion de un gen no determina
gue la proteina se comporte de igual manera, podemos suponer que el ejercicio
tiene un efecto benéfico sobre la expresion del gen Mgat4a en el pancreas de las

crias.

De acuerdo con estudios realizados por el grupo de Zambrano y colaboradores
(Ibafiez C, 2014), en crias machos de 110 dias de edad provenientes de madres
alimentadas con una dieta obesogénica (OM), la concentracion sérica de insulina
fue mayor tanto en las crias que realizaron ejercicio como en las que no lo hicieron
comparadas con las crias con y sin ejercicio, provenientes de madres con dieta
control, también se encontré un incremento en el indice de resistencia a la insulina
(IR) en los grupos OM y OME respecto a sus controles (crias sin ejercicio
provenientes de madres alimentadas con dieta control, C y crias con ejercicio
provenientes de madres alimentadas con dieta control, CE, respectivamente), en
donde, a pesar del ejercicio, el IRl no mejord (lbafiez C, 2014). En cuanto a los
grupos con dieta intervenida (Dint) y con ejercicio en la cria (DintE), la
concentracion sérica de insulina no fue diferente de los grupos control, pero si de
los grupos de obesidad materna (OM). Si estos datos los relacionamos con los
resultados de la expresion del Mgat4a encontrados en el presente estudio, se
podria pensar que a pesar de que el ejercicio en la cria podria beneficiar la
expresion de este gen, no significa que tenga el mismo efecto con la proteina;
ademas de que el incremento en los niveles de insulina sugiere una resistencia a

la insulina en los tejidos diana de los grupos OME y OM.

Respecto a la expresion del gen UCP2, se vio notoriamente una tendencia al

42



incremento (Figura 11) en el grupo de crias que realizaron ejercicio, provenientes
de madres alimentadas con dieta alta en lipidos (OME), comparado con el grupo
de crias que no lo realizaron y que provenian de madres que consumieron una
dieta alta en lipidos (OM). De acuerdo con la literatura, la expresion de este gen
aumenta en presencia de acidos grasos libres, aunque es importante mencionar
gue los niveles de ARN mensajero y de proteina de UCP2 no son necesariamente
proporcionales en las células beta pancreaticas, lo que sugiere una regulacion
post-traduccional y que el comportamiento de la proteina puede ser diferente a los

niveles de expresion observados en el presente trabajo (Pecqueur C et al, 2001).

Existe evidencia de las funciones del gen FTO, se sabe que esta implicado en la
regulacion de la ingesta alimentaria y el gasto energético (Guo J et al, 2012),
ademas de regular aspectos relacionados con la secrecion de insulina, aunque
aun no es claro como influye en la primera fase de secrecion inducida por
glucosa, esto ha sido reportado en células de insulinoma de rata (INS-1). La
induccion de su expresion no incrementa el contenido de insulina en estas células,
lo que sugiere que podria controlar pasos en la exocitosis mas que en la
biosintesis de esta hormona (Russell MA y Morgan NG, 2011). También se ha
reportado que la proteina que codifica el gen FTO tiene una funcién de
desmetilasa en cadena sencilla de ADN y ARN, y se sugiere que afecta el
procesamiento del ARN, su transporte y la eficiencia de su traduccion. Estas
modificaciones son reversibles y tiene influencia sobre su estabilidad y vida media.
Si se incrementa la metilacion del ARNm, puede ocurrir como consecuencia, una
disminucién en la traduccion, sugiriendo que esta desmetilasa desempefia un
papel importante en la regulacién de la expresion génica (Merkestein et al, 2014).
Con esta informacion, se puede especular que el gen FTO podria estar regulando

otros genes relacionados con la secrecion de insulina.

Respecto a la expresion de FTO, en el presente estudio, se encontré un efecto
benéfico del ejercicio realizado tanto en las madres como en las crias cuando
provenian de madres alimentadas con una dieta balanceada (control). Dicho
efecto fue mayor en las crias provenientes de madres que realizaron ejercicio

durante la gestacién, comparado con el grupo en donde solamente las crias
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realizaron ejercicio (Figura 12). Una dieta materna balanceada influye
positivamente en la expresiéon de FTO y una dieta alta en lipidos repercute
negativamente sobre ella. En el grupo Dint se esperaba que debido al cambio de
una dieta alta en lipidos a una dieta balanceada, la expresién de este gen fuera
similar a la del grupo control, sin embargo, esto no fue asi, por lo tanto, es
importante que la madre se alimente desde el inicio de su vida con una dieta

balanceada, al menos para el caso de la expresion de este gen.

9. CONCLUSIONES

Una dieta materna alta en lipidos no afecto la expresion de los genes estudiados,
sin embargo, el ejercicio materno aumentd la expresion del gen FTO en el
pancreas de las crias, solamente cuando la dieta materna fue control
(balanceada). Por otro lado, el ejercicio en la cria produjo un incremento en la
expresion del gen Mgat4a cuando proviene de madres alimentadas con dieta alta
en lipidos, sugiriendo que el ejercicio materno (FTO) y el ejercicio en la cria

(Mgat4a) tienen un efecto benéfico en la regulacion de estos genes.
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