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GLOSARIO

Desnutricidon: Condicion resultante de una ingesta de alimentos que es, de forma continuada,
insuficiente para satisfacer las necesidades de energia alimentaria, de una absorciéon deficiente y/o
de uso bioldgico deficiente de los nutrientes consumidos. Habitualmente genera una pérdida de

peso corporal.

Dislipidemia: Condicién patoldgica asintomatica, que es causada por concentraciones anormales

de lipoproteinas sanguineas.

Hipercolesterolemia: Condicidn patoldgica que se refiere al exceso de colesterol en sangre.
Hiperglucemia: Condicion patolégica que se refiere al exceso de glucosa en sangre.
Hiperinsulinemia: Condicidn patoldgica que se refiere al exceso de insulina en sangre.
Hipertrigliceridemia: Condicidn patoldgica que se refiere al exceso de triglicéridos en sangre.

Insulina: Hormona polipeptidica que se produce en el pancreas y su funcidon es facilitar la

absorcion de la glucosa en diferentes tejidos.

Lipoproteinlipasa: Proteina que hidroliza triglicéridos y lipoproteinas de muy baja densidad en

glicerol y acidos grasos libres.

Orexigeno: Sustancia que aumenta o estimula el apetito.

Periodo critico del desarrollo: Estadios del desarrollo en que el organismo es mas receptivo o

vulnerable a las influencias ambientales.

Placenta hemocorial: Tipo de placenta que conecta directamente al corion del tejido fetal con la

sangre materna.

Resistencia a la insulina: Condiciéon patoldgica que se refiere a la disminucidn de la capacidad de la
insulina para producir la respuesta fisioldgica sobre el mantenimiento de la homeostasis de la

glucosa.

Sobrenutricion: Estado crénico en el que la ingesta de alimentos es superior a las necesidades de

energia alimentaria, generando sobrepeso u obesidad.



RESUMEN

Evidencia epidemiolégica y experimental indica que las manipulaciones en la dieta materna
durante la gestacion predispone a la descendencia al desarrollo de enfermedades metabdlicas
durante la vida postnatal, a través de un fendmeno denominado programaciéon metabdlica fetal.
Este término hace referencia a la serie de adaptaciones fisioldgicas, estructurales y moleculares de
un organismo frente a un evento especifico durante una ventana de tiempo critica del desarrollo.
Los efectos sobre el metabolismo de la progenitora y su descendencia se relacionan con la
composicion nutrimental y el tiempo de exposicion a una dieta inadecuada. La evaluacion del
consumo materno de una dieta desequilibrada sobre la salud de la descendencia es de importante
relevancia, debido a que esta dieta reproduce las practicas alimentarias de las poblaciones
humanas con alta prevalencia de obesidad e hiperlipidemia. El presente trabajo pretende
determinar el efecto del consumo materno de una dieta con alto contenido de lipidos e hidratos
de carbono, asi como baja en proteinas y minerales, sobre el crecimiento corporal y el perfil
metabdlico de la descendencia durante etapas tempranas de la vida postnatal en el conejo
Europeo. Hembras primiparas de conejo fueron alimentadas ad libitum con una dieta estandar,
control (n=3), o con una dieta alta en aceite de soya (4%), colesterol (0.1%) y sacarosa (15%),
sobrenutridas (n=7), desde la semana 10 de edad. A las 20 semanas de edad, las hembras de
ambos grupos se aparearon con machos alimentados con dieta estandar. Posterior al parto, las
hembras fueron sacrificadas para la obtencidon de tejido. Durante el crecimiento, gestacion y
posterior al parto, se registrd el peso corporal, la ingesta de alimento y agua, la presién arterial, el
perfil metabdlico, asi como el peso de drganos y depdsitos de grasa, para evaluar el efecto de la
ingesta de la dieta desequilibrada. Al nacer las crias de conejo de ambos grupos (crias control,
n=13 y crias sobrenutridas, n=18) fueron alimentadas por hembras nodrizas que consumieron
dieta estandar durante toda su vida. Desde el nacimiento hasta el destete, se evalud el
crecimiento corporal y la ingesta de leche materna. Al destete se registrd el perfil metabdlico, asi
como el peso de érganos y depdsitos de grasa. En las hembras, el consumo prolongado de la dieta
desequilibrada origind el incremento de colesterol total, lipoproteinas de baja densidad, asi como
el decremento de lipoproteinas de alta densidad antes y durante la gestacién. Asi mismo el peso
de drganos como el higado y el corazdén se incrementd. Sin embargo, variables como la presion
sanguinea, el peso corporal y la ingesta de agua no presentaron cambios. La exposicién in utero a
la dieta desequilibrada y a la dislipidemia materna no modificé el peso corporal, la ingesta de

leche, el perfil metabdlico, asi como el peso de drganos y depdsitos de grasas de las crias durante



la lactancia y al momento del destete. Estos resultados sugieren que los efectos de la exposicién in
utero a una dieta desequilibrada, asi como a la dislipidemia materna no son observables en edades
tempranas del desarrollo postnatal en el modelo de sobrenutricion materna inducida por la dieta

desequilibrada en conejo.



ABSTRACT

Epidemiological and experimental evidence indicates that the maternal dietary manipulations
predisposes their offspring to the development of metabolic diseases during postnatal life,
through a phenomenon called fetal metabolic programming. This term refers to a series of
physiological, structural and molecular adaptations of an organism during a critical time in a
specific window of development. Metabolic effects reported in dams and offspring are related to
the nutritional composition and duration of dietary intake. Maternal nutritional imbalance mimic
obese human habits during pregnancy, therefore the assessment of maternal consumption of an
unbalanced diet on the offspring health is relevant. The aim of the current work was to determine
in a rabbit model whether the intake of a high-lipid and -carbohydrates and low protein and -
minerals diet during pregnancy leads to alteration in body growth and metabolic profile during
early life in the offspring. Primiparous females of the European rabbit were fed ad libitum with a
standard diet (CON, n=3) or with a soybean oil (4%), cholesterol (0.1%) and sucrose (15%) diet (SN,
n=7) beginning in the 10" week until the 26™ week of age. At 20 weeks of age the females mated
with males who consumed the standard diet throughout their lives. After delivery, the females
were sacrificed for tissue collection. To assess the effect of the diet on dams, body weight, feed
and water intake, blood pressure, metabolic profile and weight of liver, adrenal glands, kidneys,
stomach, heart and fat deposits were measured. At birth, the rabbit pups of both groups (offspring
CON, n=13 and SN, n=18) were nursed by foster mothers who consumed a standard diet
throughout life. From birth to weaning, the body growth and the ingestion of breast milk were
evaluated. At weaning, the metabolic profile of each rabbit and weight of liver, kidneys, stomach
and fat deposits were recorded. The results were that the prolonged consumption of the
unbalanced diet did not modify the body weight, the water intake, or the blood pressure.
However, females SN presented dyslipidemia before and during pregnancy. At the same time, the
weight of organs such as the liver and heart increased. The exposure in the uterus to the
unbalanced diet and to the maternal dyslipidemia did not modify the body weight, the milk intake,
the metabolic profile or deposits of fat. These results suggest that the effects of in uterus exposure
to an unbalanced diet, as well as to the maternal dyslipidemia are not observable at early ages on

a rabbit model.



R INTRODUCCION
1. SINDROME METABOLICO: GENERALIDADES
1.1 Definicion de sindrome metabdlico y antecedentes

El sindrome metabdlico se define como el conjunto de anormalidades metabdlicas
consideradas como factores de riesgo cardiovascular y de diabetes tipo 2. Entre los componentes
centrales del sindrome metabdlico se encuentran: la obesidad, la hipertensién, la resistencia a la
insulina, la intolerancia a la glucosa y la dislipidemia [1]. La presencia de diversas alteraciones
metabdlicas encontradas en el mismo individuo fue documentada a partir de la observacién de
pacientes con hipertension, hiperglicemia e hiperuricemia en 1920, por Kylin E [2]. Décadas
después, en 1988 Raven G. acufié el término “Sindrome X”, para designar al conjunto de
anormalidades metabdlicas observadas en pacientes con diabetes tipo 2. El denominado
“Sindrome X” incluye padecimientos tales como: resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa,
hipertensidn, incremento en suero de triglicéridos, asi como decremento en los niveles de
lipoproteinas de alta densidad. Adicionalmente, Raven sefialé que la resistencia a la insulina es el

principal mecanismo desencadenante del “Sindrome X” [3].

Diversas organizaciones internacionales han propuesto criterios diagndsticos del sindrome
metabdlico con el objetivo de proveer una herramienta de diagndstico Util para la practica clinica
[1]. Entre las definiciones aceptadas mundialmente se encuentran las producidas por: la
Organizacion Mundial de la Salud [4], el Grupo Europeo de Estudio de Insulinorresistencia [5], el
Programa Nacional de Educacién en Colesterol-Tercer panel de tratamiento para el adulto [6], la
Asociacion Americana de Endocrinologia Clinica [7], la Federacidon Internacional de Diabetes [8], la
Asociacién Americana del Corazén/Instituto Nacional del Corazén, Pulmones y Sangre [9] vy la
definicién armonizada del sindrome metabdlico [10] (Tabla 1 y 2). De manera conjunta, se ha
observado que la obesidad y la resistencia a la insulina son los principales mecanismos
desencadenantes del sindrome metabdlico [8]. En general, para el diagndstico clinico se requiere

de la presencia del mecanismo desencadenante y de 2 o mds componentes adicionales [1].



Tabla 1. Definiciones del sindrome metabdlico

Organizacion

WHO (1999) [4]

EGIR (1999) [5]

NCEP ATP 11l (2001) [6]

AACE (2002) [7]

Interés principal de
la definicién

Recomendaciones designadas
para formular una guia de
trabajo.

Definicién enfocada hacia la
poblacién no diabética.

Definicidn disefiada para facilitar
el diagnéstico clinico.

Listar componentes que permitan el
diagndstico clinico a juicio médico.

Mecanismo
desencadenante de
sindrome
metabdlico

Resistencia a la insulina
O bien: Intolerancia a la glucosa,
Alteracion de la toleranciaala
glucosa o diabetes

Niveles de insulina en ayuno
(Definido como hiperinsulinemia,
valores superiores al 25%
presentes en la poblacion no
diabética)

Trata a todas las anormalidades
metabdlicas con la misma
importancia. Para el diagnéstico
sugiere la presencia de tres o
mas elementos

Trata a todas las anormalidades
metabdlicas con la misma importancia.
Permite al especialista determinar la
presencia de sindrome metabdlico

Glucosa en
ayuno

> 6.1 mmol/l (110 mg/dl)

> 5.6 mmol/l (100 mg/dl)

> 6.1-6.9 mmol/l (110-125 mg/dl)
O bien:
2 h posterior a un bolo de glucosa: 7.8-
11.1 mmol/I (140-200 mg/dl)

Presion arterial

> 140/90 mmHg

> 140/90 mmHg

> 130/85 mmHg

> 130/85 mmHg

7]
Q)
g Triglicéridos >1.7 mmol/I > 2.0 mmol/l (178 mg/dl) > 1.7 mmol/l (150 mg/dl) > 1.7 mmol/l (150 mg/dl)
% . vaele:e, de Hombres: <0.9 mmol/I (35 mg/dl) Hombres:'< 1.03 mmol/1 (40 Hombres: < 1.03 mmol/I (40 mg/dl)
o| lipoproteinas de Mujeres: <1.0 mmol/I (39 mg/dl) < 1.0 mmol/I (39 mg/dl) mg/dl) y Mujeres: < 1.29 mmol/I Mujeres: < 1.29 mmol/I (50 mg/dI)
§ alta densidad ) T & (50 mg/dl) ) o &
dcdl L Hombres: circunferencia de la Hombres: circunferencia de la
S Hombres: relacidn cintura-cadera cintura > 94 cm cintura > 102 cm
g Obesidad >0.90 y Mujeres: relacion cintura- . o . . . . IMC>25 kg/m?
g cadera >0.85 Mujeres: circunferencia de la Mujeres: circunferencia de la
O ’ cintura >80cm cintura =88 cm
Tasa de excrecidn urinaria de
AN .
Microalbumi- albdmina 2 20 pg/min
huria o bien:
Tasa de albumina:creatinina > 30
mg/g

a0Organizacion que nombra como sindrome de insulinorresistencia a un cimulo de alteraciones metabdlicas, adicionalmente incluye criterios como: historia familiar de
diabetes tipo 2, sindrome de ovario poliquistico, estilo de vida sedentario, edad avanzada y grupo étnico susceptible a diabetes tipo 2. WHO, La Organizacién Mundial de la
Salud (World Health Organization). EIGR, Grupo Europeo de Estudio de Insulinorresistencia (The European Group for the Study of Insulin Resistence). NCEP ATPIII, Programa
Nacional de Educacién en Colesterol-Tercer panel de tratamiento para el adulto (National Cholesterol Education Program-Third Adult Treatment Panel), AACE, Asociacion
Americana de Endocrinologia Clinica (American Association of Clinical Endocrinology).




Tabla 2. Definiciones del sindrome metabdlico (Continuacién)

Organizacion

IDF (2004) [8]

AHA/NHLBI (2005) [9]

Definicion Armonizada (2009) [10]

Interés principal de la

Generar una definicidn consenso a nivel mundial e
incorporar valores especificos para cada grupo

Generar una guia actualizada para
los profesionistas del diagndstico y

Unificar los criterios diagnosticos del

definicion &tnico. tratamiento del SM. sindrome metabdlico
. Obesidad abdominal y resistencia a la
Mecanismo . . . . . .
. Obesidad abdominal y Resistencia a insulina
desencadenante de Obesidad central . . .
. ) la Insulina Requiere de la presencia de 3 de los 5
sindrome metabdlico
componentes
G':;‘l’;aoe“ > 5.6 mmol/I (100 mg/dl) > 5.6 mmol/I (100 mg/dl) 2100 mg/d

Presion arterial

>130/85 mmHg

>130/85 mmHg

>130/85 mmHg

Triglicéridos

Niveles plasmaticos elevados:
>1.7 mmol/I (150 mg/dl)

> 1.7 mmol/l (150 mg/dl)

> 1.7 mmol/l (150 mg/dl)

Niveles de
lipoproteinas de
alta densidad

Hombres: < 1.03 mmol/I (40 mg/dl)
Mujeres: < 1.29 mmol/I (50 mg/dl)

Hombres: < 1.03 mmol/I (40 mg/dI)
Mujeres: < 1.3 mmol/I (50 mg/dl)

Hombres: < 1.0 mmol/I (40 mg/dl)
Mujeres: < 1.3 mmol/I (50 mg/dl)

Componentes adicionales

Obesidad

Utiliza el criterio del tamafio de la circunferencias de
la cintura y genera valores para cada grupo étnico
Europeos, Africanos, Este Medio y Mediterraneo:
Hombre: 2 94 cm y Mujer: 2 80 cm
Asia del Sur, Japén, China, América Central y
América del Sur:
Hombre: > 90 cm y Mujer: > 80 cm

Circunferencia de la cintura elevada.
Hombres: circunferencia de la
cintura 2102 cm
Mujeres: circunferencia de la cintura
>88cm

Definiciones especificas para cada pais y
etnia

IDF, Federacién Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation). AHA/NHLBI, Asociacidn Americana del Corazén/Instituto Nacional del Corazdn,
Pulmones y Sangre (American Heart Association/National Heart, Lung, and Blood Institute). Definicion armonizada del SM (IDF, AHA/NHLBI, American Heart
Association, World Heart Federation, International Atherosclerosis Society and International Association for the Study of Obesity)




Recientemente, se han propuesto criterios diagndsticos adicionales (Tabla 3). Estos criterios
pueden ser usados como signos y sintomas tempranos del sindrome metabdlico. Sin embargo,
serd necesario indagar su poder predictivo como factores de riesgo adicionales de diabetes tipo 2

y enfermedades cardiovasculares [8].

En la actualidad se busca unificar los criterios clinicos utilizados para la identificacién de
componentes del sindrome metabdlico con la finalidad de proveer una herramienta util para el

diagndstico clinico y el estudio de la prevalencia mundial [10].

Tabla 3. Criterios adicionales para el diagnéstico temprano de sindrome metabélico

Criterio adicional Caracteristica

Distribucidn de los [ Distribucidn de la grasa corporal a nivel general y central
depdsitos de grasa | Biomarcadores de tejido adiposo: incremento de leptina y decremento de adiponectina
corporal | Contenido de grasa en tejidos e higado graso

Dislipidemia aterogénica | Niveles altos de Apolipoproteina B y lipoproteinas de muy baja densidad

Disglucemia J Alteraciones en la prueba de tolerancia a la glucosa oral

Niveles altos en ayuno de insulina y proinsulina

Resistencia a la insulina . L. . .
Niveles de acidos grasos libres elevados durante la prueba oral de tolerancia a la glucosa

Desregulacion vascular | Medidas de disfuncion endotelial; microalbuminuria

Estado pro-inflamatorio || Sensibilidad elevada a la proteina C-reactiva; citocinas inflamatorias elevadas

Estado protrombotico | Factores fibrinoliticos (PAI-1 etc.); factores de coagulacion (fibrindgeno etc.)

[Tomado de 8]

1.2 Epidemiologia del sindrome metabdlico. Enfasis en la prevalencia femenina

El sindrome metabdlico es un problema de salud publica, cuyo alcance incrementa
rapidamente en la mayoria de los paises del mundo. Se estima que un cuarto de la poblacidon
adulta a nivel mundial lo padece [8]. Sin embargo, es dificil establecer datos epidemiolégicos
exactos debido a las diferentes definiciones existentes. Asi mismo, no es posible realizar la
comparacion directa entre poblaciones, en parte por los criterios diagndsticos empleados y por las
diferencias en la historia genética, el tipo de dieta, los niveles de actividad fisica, el estatus
socioecondmico, la edad y el sexo de la poblacidon, caracteristicas que influyen en la prevalencia

del sindrome y en sus componentes [11y 12].

A partir de estudios epidemioldgicos se ha observado que el sindrome metabdlico afecta a un
tercio de la poblacidn de Estados Unidos, a un cuarto de la poblacidon de Europa y a la mitad de la
poblacién Mexicana mayor a 20 afios [13 y 14]. En la mayoria de los paises del mundo la
prevalencia oscila entre el 20% y 30% aproximadamente [11, 12 y 13]. De manera sobresaliente,

México es uno de los paises con una prevalencia alta con valores que oscilan entre el 40% y 60%



[15 y 16]. Asi mismo, se puede observar una diferencia en la prevalencia entre sexo, siendo mayor
en las mujeres que en lo hombres para los paises de América, mayor en los hombres que en las
mujeres para los paises asidticos y no encontrando diferencias entre sexo para los paises
europeos. Las mujeres mexicanas se ven principalmente afectadas por enfermedades metabdlicas

desde edades tempranas (20 afios) hasta edades avanzadas (>40 afios) [17 y 18].

La disparidad entre género en la prevalencia de sindrome metabdlico corresponde

principalmente a caracteristicas bioldgicas tales como:

1. El efecto de las hormonas sexuales. Los estrégenos median procesos como la utilizacién de la
glucosa, el comportamiento alimentario, la deposicion de la grasa visceral y la presidn arterial
en las mujeres [12].

2. Distribucion y almacén de la grasa corporal. A pesar de que la distribucidn de grasa corporal
varia entre individuos, es comun que las mujeres presenten alto porcentaje de grasa corporal
depositada en la parte inferior del cuerpo y mayor tejido adiposo subcutaneo (ginoide),
mientras que los hombres tienen alto porcentaje de grasa depositada en la parte superior del
cuerpo y mayor tejido adiposo visceral (androide). El tejido adiposo del tipo ginoide contiene
mayor cantidad lipoproteinlipasa, asi como de receptores a epinefrina del tipo alfa
adrenérgico los cuales inhiben la lipolisis mediada a través de la lipasa sensible a hormonas,
caracteristicas que promueven el almacén de grasa corporal. En general, se conoce que las
mujeres tienen mayor porcentaje de grasa corporal (20-25%) en comparacidon con los
hombres (10-15%), lo cual sirve como almacén de energia para el embarazo y la lactancia [12
y 19].

3. Metabolismo lipidico. El perfil lipidico femenino se caracteriza por la presencia de cantidades
mayores de lipoproteinas de alta densidad en comparacion al perfil lipidico masculino, sin
embargo la concentracion de triglicéridos y de lipoproteinas de baja densidad es similar entre
género. A pesar de que los altos niveles de lipoproteinas de alta densidad presentes en las
mujeres representan un menor riesgo cardiovascular, el perfil lipidico en la mujer varia a lo
largo de la vida y la dislipidemia puede ocurrir principalmente durante el embarazo y en la
menopausia [12].

4. El embarazo. Durante el periodo de gestacion existe un aumento de hormonas como la
leptina y resistina. Asi mismo, la concentraciéon de grelina aumenta durante el segundo
trimestre y baja en el tercero. Estas modificaciones hormonales se originan con el fin de

lograr un adecuado aporte energético para la mujer embarazada y el feto, sin embargo



favorecen al desarrollo de la obesidad. Adicionalmente, se considera al ultimo trimestre de la
gestacion como un estadio de inflamacién de baja intensidad, debido a que los cambios
ocurridos durante este periodo coinciden parcialmente con los de una respuesta inflamatoria
[18y 19].

5. La menopausia. Periodo donde ocurre una disminucién en la secrecion de estrégenos por
pérdida de la funcién folicular, lo cual se acompafia de un incremento en la incidencia de
padecimientos como el sindrome metabdlico y enfermedades cardiovasculares, entre otros

[19].

El enfoque orientado hacia la salud de la mujer es de importancia, sobre todo en edad
reproductiva, debido a que las enfermedades metabdlicas asociadas al sindrome metabdlico
pueden tener su origen durante el desarrollo perinatal a través de un fendmeno denominado
programacion metabdlica fetal. Evidencia epidemioldgica y de modelos animales sugieren que las
condiciones adversas vividas durante etapas importantes del desarrollo pueden condicionar a la
aparicién de alteraciones metabdlicas durante la vida postnatal [20 y 21]. En particular se ha
observado que la exposicidn a la desnutricién y/o sobrenutricion materna durante la gestacion y

la lactancia, promueven el desarrollo de sindrome metabdlico durante la vida adulta [20].
1.3 Fisiopatologia del sindrome metabdlico

Los principales mecanismos que subyacen el sindrome metabdlico son la obesidad central y la
resistencia a la insulina [10]. De manera general, un balance positivo de energia conduce a un
incremento de almacenamiento de grasa en el tejido adiposo, con el desarrollo de obesidad, la
habilidad de los adipocitos para almacenar triglicéridos se ve excedida. Como consecuencia, los
lipidos permanecen en suero, generando dislipidemia o son almacenados en otros tipos celulares,
los cuales incluyen al higado y al musculo esquelético. La presencia de lipidos de manera ectépica
en los tejidos causa resistencia a la insulina. Al mismo tiempo el tejido graso es infiltrado con
macraéfagos y otras células inmunes, esto es debido a la expresiéon de monocitos quimioatrayentes
y otras citocinas por parte del tejido graso. Las citocinas circulantes liberadas contribuyen a la

resistencia a la insulina en musculo, higado y otros tejidos [22 y 23].

La resistencia a la insulina puede ser el mecanismo etiopatogénico comun que conduce a
alteraciones en el metabolismo lipidico, lo cual contribuye al mantenimiento de acidos grasos
libres, triglicéridos y glucosa en suero. A nivel central, el dafio en la sefializacidn a la insulina inhibe

la supresion del apetito y promueve el desarrollo de la obesidad [23 y 24].



La obesidad, la dislipidemia, la resistencia a la insulina y el establecimiento de un estado
inflamatorio crénico pueden generar hipertension, asi como disfuncién endotelial lo cual deriva en

el desarrollo de ateroesclerosis [22].
1.3.1 Obesidad

La obesidad se caracteriza por la acumulacion de tejido adiposo causado por la hipertrofia y/o
hiperplasia de los adipocitos. Se han descrito dos tipos de obesidad segun la distribucidn del tejido
adiposo: 1) la obesidad de la parte superior del cuerpo, también llamada obesidad central o
abdominal, que se divide a su vez en obesidad visceral y subcutidnea y 2) la obesidad de la parte
inferior del cuerpo conocida como obesidad periférica o gluteo-femoral. La obesidad central se
correlaciona con el aumento de enfermedades metabdlicas y riesgo cardiovascular ya que el tejido

adiposo abdominal es metabdlicamente mas activo que el periférico [22 y 24].

Los adipocitos liberan acidos grasos libres hacia el torrente sanguineo a través de la accion de la
lipasa sensible a hormonas. Con el incremento del tejido adiposo visceral, se liberan acidos grasos
hacia el higado via circulacidn espldcnica, mientras que el incremento de grasa subcutanea libera
productos lipoliticos a la circulacién periférica. La liberacién en exceso de acidos grasos, asi como
su posterior alojamiento de manera ectdpica, conducen a la aparicion de lipotoxicidad, resistencia

a lainsulina e inflamacidn en los tejidos [24 y 25].

La lipotoxicidad se debe a que la B oxidaciéon no es suficiente para mantener los niveles de
acidos grasos en equilibrio al interior de la célula. Como resultado, los acidos grasos son redirigidos
hacia vias metabdlicas alternativas que generan la acumulacién intracelular de metabolitos
toxicos, como las especies reactivas de oxigeno, las cuales provocan la muerte celular y la
disfuncién orgdnica. En el pancreas, la lipotoxicidad genera disfuncidon de las células B, lo cual

contribuye a la disminucién de la insulina [25].

El incremento del tejido adiposo puede conducir al desarrollo de higado y pancreas graso no
alcohdlico debido al continuo flujo y almacén de triglicéridos en dichos tejidos. La lipotoxicidad y la
resistencia a la insulina, originadas a nivel local en el higado y el pancreas contribuyen al desarrollo
de un proceso inflamatorio y fibrosis, lo cual provoca cirrosis hepatica no alcohdlica o pancreatitis

cronica respectivamente [24 y 25].

Los adipocitos hipertréficos son menos sensibles a la accién antilipolitica de la insulina, asi

mismo expresan un alto nivel de citocinas y quimiocinas proinflamatorias, que pueden interferir



con la accién de la insulina para suprimir la lipdlisis. Lo anterior contribuye a la continua liberacién

de acidos grasos libres [22 y 24].

La obesidad central se asocia con un decremento en la produccién de adiponectina, adipocina
qgue tiene funciones anti-diabéticas, anti-inflamatorias y anti-ateroesclerdtica. La adiponectina
promueve la sensibilidad a la insulina e inhibe pasos del proceso infamatorio. En el higado, inhibe
la expresién de enzimas gluconeogénicas hepaticas y por lo tanto la produccion de glucosa
enddgena. En el musculo, incrementa el transporte de glucosa y mejora la oxidacién de los acidos

grasos [23 y 24].
1.3.2 Resistencia a la Insulina

La resistencia a la insulina se caracteriza por la disminucién de la capacidad de la insulina para
ejercer sus acciones en los tejidos diana [26]. El principal factor que contribuye al desarrollo de la
resistencia a la insulina es el exceso de acidos grasos circulantes, que provienen de las reservas de
triglicéridos. Los acidos grasos inhiben la cascada de sefializacidon de la insulina mediante la
activacion de la proteina cinasa C. Esta proteina fosforila las serinas del sustrato del receptor de
insulina (IRS-1). Adicionalmente, proteinas como la cinasa c-Jun liberada durante el proceso
inflamatorio, tienen la capacidad de forsforilar los residuos de serina del IRS-1. La inhibicién de la
cascada de sefializaciéon de la insulina conduce a un decremento en la translocacion de los

transportadores de glucosa ocasionando una disminucién en la captacidn de la glucosa [22 y 26].

En condiciones de resistencia a la insulina, las células no pueden captar la glucosa sérica. En
consecuencia, el pancreas produce una mayor cantidad de insulina para mantener los niveles
normales de glucemia, lo cual se conoce como hiperinsulinemia compensatoria. Sin embargo la
resistencia a la insulina conduce al agotamiento de las células beta del pancreas. Una vez que el
pancreas no puede producir suficiente insulina, la glucosa en sangre aumenta provocando un
estado de hiperglucemia que puede derivar en diabetes tipo 2 [8 y 26]. La progresidon de
resistencia a la insulina a diabetes tipo 2, depende de la habilidad de las células pancredticas para

mantener los niveles de insulina lo suficientemente altos para limitar la hiperglucemia [22 y 23].
1.3.3 Estado proinflamatorio

La obesidad se asocia con el establecimiento de un estado crénico inflamatorio de bajo grado,
el cual también esta presente con otras enfermedades tales como diabetes tipo 2, hipertension,

dislipidemia y enfermedades cardiacas [22 y 23].



El tejido adiposo tiene la funcién del almacenamiento de reservas de energia y de la secreciéon
de hormonas y péptidos implicados en la regulacidon del peso corporal, el sistema inmune y en la
funcidon vascular. El adipocito y los macréfagos del tejido adiposo secretan citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6, proteina C reactiva, etc.), las cuales se encuentran

incrementadas en la obesidad [23 y 27].

El establecimiento del estado crénico inflamatorio en el tejido adiposo comienza por la

infiltracién de macréfagos en respuesta a:

1) La produccion elevada de citocinas, adipocinas y quimiocinas (TNF-a, IL-6, resistina,
inhibidor del activador del plasminégeno-1, angiotensindgeno, leptina, adiponectina y

proteina 1 quimioatrayente de monocitos) por los adipocitos hipertréficos.

2) La hipoxia del tejido adiposo resultante de la insuficiencia de oxigeno en los adipocitos

hipertroficos.

3) La necrosis del adipocito y la subsecuente liberacién de su contenido celular en el espacio

extracelular [27].

Los macrofagos y los adipocitos promueven la expresiéon de genes proinflamatorios, tales
como: proteina 1 quimoatrayente de monocitos (MCP-1, por Monocyte Chemoattractant Protein-
1), la molécula de adhesién vascular (VCAM-1, por Vascular Cell Adhesion Molecule-1), la molécula
de adhesidn intercelular (ICAM-1, por Intercellular Adhesion Molecule-1) y una variedad de

interleucinas, promoviendo el reclutamiento de células del sistema inmune [27].

En el proceso de inflamacidn del tejido adiposo, el desequilibrio entre las células inmunes se
traduce en la produccion de quimiocinas y citocinas proinflamatorias que promueven la

inflamacién sistémica y la resistencia periférica a la insulina [23 y 27].
1.3.4 Dislipidemia

La dislipidemia se caracteriza por la elevacion de triglicéridos, lipoproteinas de baja y muy baja
densidad, asi como el descenso de lipoproteinas de alta densidad, lo que se ha denominado como

fenotipo lipoproteico aterogénico [28].

En condiciones normales, el transporte de colesterol y triglicéridos provenientes de la dieta
(exdgeno) se da a través de los quilomicrones en circulacidn, los cuales transfieren los triglicéridos

a las células del tejido adiposo y del musculo. Las particulas residuales de los quilomicrones



contienen colesterol, que es absorbido por el higado para sintetizar las lipoproteinas de muy baja
densidad o excretarlo con la bilis. Las lipoproteinas de muy baja densidad transportan los
triglicéridos producidos por el higado (enddgeno) hacia el tejido adiposo y el musculo. Las
particulas residuales de las lipoproteinas de muy baja densidad se transforman en lipoproteinas de
baja densidad y transportan al colesterol hacia el higado y a tejidos periféricos para utilizarlo en la
reparacion de la membrana celular y en la sintesis de hormonas. Las lipoproteinas de baja
densidad se eliminan de la circulacién por medio de sus receptores correspondientes o por medio
de células depuradoras, como monocitos o macréfagos. Las lipoproteinas de alta densidad se
sintetizan en el higado y conducen al colesterol de los tejidos periféricos al higado, donde es

excretado en los acidos biliares (transporte reverso de colesterol) [24 y 28].

En condiciones de obesidad o debido al consumo de dietas altas en calorias, se incrementa la
produccidn de las lipoproteinas de muy baja densidad lo que resulta en el aumento de triglicéridos
y de lipoproteinas de baja densidad. Asi mismo, el consumo excesivo de dietas ricas en colesterol,
triglicéridos y grasas saturadas, aumentan la sintesis de colesterol e inhiben la produccién de
receptores de lipoproteinas de baja densidad, por lo cual se reduce su eliminacién. Cuando el
aumento en los niveles de lipoproteinas de baja densidad supera la disponibilidad de las células
depuradoras, estas no son aclaradas. Por otro lado, el bloqueo de la lipdlisis de las lipoproteinas de
baja densidad conduce a una reduccion en la concentracién de las lipoproteinas de alta densidad,

mediante la disminucién de la transferencia de lipidos a su compartimiento [22 y 28].

En condiciones de resistencia a la insulina, los niveles de acidos grasos se incrementan en
sangre lo que conduce al incremento de las lipoproteinas de muy baja densidad. La insulina juega
un papel importante en la degradacién de las apolipoproteina (Apo) B de las lipoproteinas de muy
baja densidad, la incapacidad de suprimir la degradacion de la Apo B en condiciones de resistencia
a la insulina, resulta en el incremento de las lipoproteinas de baja y muy baja densidad.
Finalmente, la hiperinsulinemia disminuye la secrecién de Apo A, lo cual genera la disminucién de

las lipoproteinas de alta densidad [28].

Las lipoproteinas de baja densidad tienen mayor capacidad de penetracién en la intima de los
vasos sanguineos, ademas de presentar mayor susceptibilidad a la oxidacion. La absorcion de estas
moléculas por macréfagos presentes en las paredes de las arterias puede causar la acumulaciéon de
células espumosas, lo cual conduce a la formacidon de una placa ateroesclerdtica y de riesgo de

infarto [22, 23 y 28].



1.3.5 Hipertension arterial

La hipertensidn arterial se caracteriza por el aumento de la presidn sanguinea en las arterias, lo

cual es originado por la resistencia a la insulina, la obesidad y la inflamacion [29].

La resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia resultante inducen la elevacién de la presién
arterial por la activacién del sistema nervioso simpdtico y del sistema renina-angiotensina-
aldosterona. En el primer caso la hiperinsulinemia aumenta la actividad simpatica mediada por
insulina a través del incremento de los niveles de norepinefrina, como consecuencia la frecuencia
cardiaca y la presién arterial aumentan. En el caso de la activacion del sistema renina-
angiotensina-aldosterona, los niveles elevados de insulina estimulan la produccion de angiotensina
Il en los vasos sanguineos y en el corazén. La angiotensina Il actua a través de los receptores de
angiotensina | inhibiendo los efectos vasodilatadores de la insulina sobre los vasos sanguineos. La
hiperactividad del receptor angiotensina | conduce a la vasoconstriccion y a la subsecuente
hipertensidn arterial. Adicionalmente, la angiotensina Il impide la accidon de la fosfatidilinositol
cinasa-3 (PIK3), lo cual inhibe la sintesis de éxido nitrico y se reduce la captacidn de glucosa sérica

por la disminucidn en la translocacidn de los transportadores de glucosa [22 y 29].

La obesidad y el consumo de dietas altas en grasa estimulan a los receptores adrenérgicos que
elevan la actividad simpdtica y como consecuencia la presion arterial asi como la frecuencia
cardiaca. La circulacion de acidos grasos libres en exceso puede actuar como vasoconstrictores
aumentando la presidn arterial. La secrecién en exceso de resistina y leptina, asi como la
disminucion de adiponectina se han asociados con el incremento de la presién arterial y disfuncién

endotelial [23 y 29].

2. ETIOLOGIA DEL SINDROME METABOLICO

La etiologia del sindrome metabdlico permanece en debate, sin embargo se atribuye a una
serie de eventos multifactoriales tales como: la susceptibilidad genética [30 y 31], el consumo de
dietas altas en grasas y azucares refinados [32 y 33], el estilo de vida sedentario [34] y a la

nutricion perinatal [35].
2.1 Susceptibilidad genética

En el caso de la obesidad, se reconocen dos formas genéticas: la obesidad monogénica y la

obesidad poligénica, esta ultima representa la forma mas frecuente de la obesidad. La mayoria de



los genes alterados codifican para proteinas relacionadas con la regulacién del equilibrio entre

saciedad y apetito [30].

En el caso de la resistencia a la insulina, se sabe que una serie de desérdenes raros, como
anomalias genéticas de los receptores o anticuerpos de los receptores de insulina pueden
provocar la resistencia de los tejidos a la insulina. Sin embargo, los factores ambientales tienen

mayor influencia en desarrollo de resistencia a la insulina y de diabetes tipo 2 [31].
2.2 Consumo de dietas grasas y estilo de vida sedentario

La calidad mas que la cantidad de la ingesta de grasas parece ser el principal factor
determinante de la obesidad, resistencia a la insulina e hipertension. El consumo de grasas
saturadas aumenta los niveles de glucosa y acidos grasos libres en suero, por lo que se ha asociado
con el desarrollo de dislipidemia y resistencia a la insulina. El consumo de grasas mono y poli
insaturadas reduce el riesgo de desarrollar hipertensiéon y enfermedades cardiovasculares [32 y

33].

A partir de estudios en modelos animales y de estudios in vitro, se ha observado que las grasas
saturadas inhiben la captacion celular de las lipoproteinas de baja densidad, en consecuencia estas
incrementan en suero. En el higado, los acidos grasos saturados suprimen la actividad de la enzima
acil coenzima A:colesterol aciltransferasa que participa en la formacidn de esteres de colesterol, lo
cual genera un incremento de la concentracidn de esta molécula en los hepatocitos. Por otro lado,
el consumo de acidos grasos mono- y poli- insaturados incrementan los niveles del receptor celular
para las lipoproteinas de baja densidad y reducen los niveles de Apo B, por lo tanto las
lipoproteinas de baja densidad pueden ser degradadas a una velocidad mayor. Asi mismo, los
acidos grasos mono- y poli- insaturados promueven el incremento de la Apo A y en consecuencia

los niveles de las lipoproteinas de alta densidad aumentan [32].

Evidencia epidemioldgica sugiere que el consumo de dietas cuyos componentes nutricionales
se encuentran en proporciones desequilibradas, promueven el desarrollo de enfermedades
cronicas [32 y 36]. El consumo de la dieta tipo occidental, que se caracteriza por un bajo contenido
de vitaminas y un alto contenido de sales, azucares refinados y grasas saturadas, conducen a la
sintesis de lipoproteinas de baja y muy baja densidad, al aumento de la presion arterial y al
desarrollo de resistencia a la insulina. Por el contario el consumo de una dieta tipo mediterranea
caracterizada por ser equilibrada y contener una cantidad baja de grasas saturadas y una cantidad

alta de grasas insaturadas, hidratos de carbono, fibra, vitamina y minerales procedentes de



cereales, aceites vegetales, frutas y verduras, disminuye la prevalencia de algunos trastornos

metabdlicos (obesidad, hipertension) y de enfermedades coronarias [34 y 36].

En particular, la practica alimentaria en la poblacion mexicana se caracteriza por ser
desequilibrada. La dieta promedio del mexicano es alta en grasas y azucares refinados, pero baja
en proteinas de origen animal y vegetal. El Instituto Mexicano del Seguro Social informd en julio
del 2015, que el 95% de la obesidad en la poblacién mexicana se debe al consumo excesivo de

grasas y azucares refinados [37].

Por otro lado, el comportamiento sedentario ha sido implicado como un factor de riesgo para
el desarrollo de obesidad y diabetes tipo 2, debido a la disminucién en el gasto energético y la
inutilizacidn de las reservas de lipidos e hidratos de carbono. En contraparte, durante la actividad
fisica, el adipocito es sensibilizado a la accidn de las catecolaminas, favoreciendo el catabolismo de
los lipidos y el musculo captura la glucosa sérica para obtener energia, por lo cual se reduce la

hiperglucemia [34].
2.3 Nutricion perinatal y la programaciéon metabdlica fetal

El desarrollo embrionario se considera como un periodo critico, vulnerable a las influencias
medioambientales [35]. Evidencia epidemioldgica y estudios en modelos animales indican que la
condicidn materna, como la desnutricién, la obesidad o el consumo de dietas hipocaléricas e
hipercaléricas durante el embarazo, son un factor de riesgo de sindrome metabdlico,
enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2 en la descendencia durante la vida postnatal [20,
21y 38]. Las alteraciones metabdlicas observables en la descendencia son atribuidas al fendmeno
Illamado programacion metabdlica fetal [38]. Bajo esta concepcidn, los fenotipos salud o
enfermedad son consecuencia de las interacciones entre la genética, la nutricién y el ambiente,

empezando al momento de concepcién [20].



3. PROGRAMACION METABOLICA FETAL

El término de programacion fetal se refiere a los estimulos (hormonas, metabolitos y
neurotransmisores) que actlan en un periodo critico o sensible de la vida, y que ejercen un efecto
a largo plazo en una estructura somatica o un sistema fisioldgico [35]. Un nimero importante de
evidencia epidemioldgica y de modelos animales han mostrado que las condiciones nutricionales
durante estados del desarrollo predispone a la descendencia al desarrollo de enfermedades como
obesidad, diabetes tipo 2 y alteraciones cardiovasculares [20, 39, 40 y 41]. En particular, se utiliza
el término programacidon metabdlica para nombrar al fendmeno por medio del cual se originan
diversas alteraciones metabdlicas durante la vida postnatal, debido a factores ambientales
maternos. La programacién metabdlica hace referencia a la respuesta de un organismo frente a un
“desafio/reto” especifico durante una ventana de tiempo critica del desarrollo que resulta en la
alteracion de la trayectoria del desarrollo con efectos sobre la salud que persisten a lo largo de la

vida [41].
3.1 Programacion metabdlica: Antecedentes

Barker en 1990 [40] mostrd el vinculo entre el desarrollo fetal en un ambiente intrauterino
inadecuado y la muerte por enfermedades cardiovasculares durante la edad adulta, a partir de
estudios epidemioldgicos de una cohorte de individuos nacidos de madres desnutridas en Reino

|Il

Unido. Con base en estas observaciones propuso la hipétesis del “origen fetal de enfermedades
del adulto”. Posteriormente, Lucas en 1991 [42] introdujo la palabra “programacién”, término
utilizado para describir el vinculo entre la vida fetal y sus consecuencias a largo plazo. Mas tarde,
Barker y Hales en 1992 [43], propusieron la hipdtesis del fenotipo ahorrador para explicar la
relacién entre los patrones de crecimiento temprano y la salud a largo plazo. La idea central de
esta hipdtesis es que durante momentos de desnutricién, el feto en crecimiento adopta un
numero de estrategias para maximizar la probabilidad de sobrevivir después del parto en
condiciones nutricionales similares [35 y 43]. En 1999 Waterland y Garza [revisado en 44]
propusieron el término de “impronta metabdlica” para describir la respuesta adaptativa a
condiciones nutricionales especificas que ocurre en periodos de sensibilidad y que persisten hasta
la edad adulta. Gluckman y Hanson en 2004 [45] propusieron la hipdtesis de la respuesta
adaptativa predictiva, la cual propone que un desajuste entre el ambiente pre- y postnatal, es el

principal desencadenante de enfermedades metabdlicas. El desequilibrio entre los ambientes pre-

y postnatales pueden entrar en conflicto con la programacion que se produjo durante la vida fetal



y predisponer a la descendencia hacia el desarrollo de enfermedades metabdlicas en la edad
adulta [20, 44 y 45]. Posteriormente, en el afio 2005 se propuso la hipdtesis del origen de la salud
y enfermedad, la cual sefiala que la susceptibilidad a la enfermedad cardiovascular, la diabetes
tipo 2 y el sindrome metabdlico es programada in utero como respuesta a la malnutricion fetal. La
hipdtesis plantea que las alteraciones del desarrollo se producen a través de cambios en la
actividad de genes mediante procesos epigenéticos. Los cambios en la expresidn y/o la accion de
genes pueden mediar respuestas a los desafios en la edad adulta, como la mala alimentacion o
estilo de vida poco saludable y asi afectar el riesgo de la enfermedad en todo el curso de la vida.
Intervenciones oportunas pueden reducir el riesgo de enfermedad en los individuos y también

limitar su transmision a la siguiente generacién [44 y 45].

Inicialmente, los estudios de programacidn metabdlica bajo condiciones de malnutricidn, se
centraron en la evaluacién de los efectos de la desnutricion materna en cohortes de recién nacidos
durante los periodos de hambrunas ocurridas en diferentes partes del mundo, por ejemplo: la
hambruna de invierno en Holanda en 1944, la hambruna de Leningrado de 1941 a 1944 vy la
hambruna en China de 1958 a 1961 [revisado en 46]. Estos estudios proveen informacién
importante sobre los efectos transgeneracionales de la desnutricion materna y la subsecuente
obesidad en la descendencia [revisado en 46]. En la actualidad, el interés mundial esta orientado
hacia el estudio de la programacién del feto debido a la obesidad materna, el exceso de ganancia

de peso y al consumo de dietas altas en calorias durante la gestacion [47].
3.2 Programacion metabdlica inducida por obesidad y sobrenutricion materna

Como se menciond, la prevalencia de signos y sintomas del sindrome metabdlico entre las
mujeres gestantes es un problema de salud mundial. En general, las mujeres con problemas de
obesidad u otras alteraciones metabdlicas antes del embarazo, consumen dietas altas en el
contenido de grasa durante el embarazo, asi mismo las mujeres embarazadas con problemas de
sobrepeso previo al embarazo, ganan mayor porcentaje de peso de lo recomendado para cada
trimestre del embarazo [17, 18 y 47]. Lo anterior genera un inmediato riesgo a la salud de la
madre, como diabetes gestacional y preeclampsia, asi como potenciales consecuencias al
producto, como resistencia a la insulina, enfermedades cardiovasculares y ateroesclerosis,
alteraciones observables durante la infancia, la adolescencia y en la edad adulta (Tabla 4) [48, 52 y

54].



Tabla 4. Evidencia epidemioldgica de programacion metabdlica por sobrenutricion

Lugar de i . Caracteristica materna durante la Observaciones en la
. Disefio experimental L. .
estudio gestacion descendencia
Madres obesas gestantes con
E i I i i indi | >
Ohio studio de la descendencia nacida indice de masa corporal > 30 Obesidad en nifios de 2, 3 y 4
entre 1992 y 1996, durante los kg/m?2 y no obesas gestantes con o
2004 [50] . " ) L afios
primeros 4 afios de vida indice de masa corporal < 30
kg/m?
Italia . L, o Obesidad y sobrepeso
E 2 M *
2008 [51] studio en jévenes de 23 afios adres obesas Resistencia a la insulina
Reino Unido EstuFJio en nifios de 9 afios que Madres obesas antes y durante la Inc_rementc? ,en I_osln.iveleslde_:
nacieron entre 1991y 1992 a ok Leptina, presion sistdlica e indice
2010 [52] . gestacion
partir de madres obesas de masa corporal
Madres obesas gestantes con
. . . indice d 1>25 .
Finlandia Estudio en adolescentes de 16 K |7m|2ce ns :bzssaazorepsct)arites con Obesidad, sobrepeso y grasa
2010 [48] afios que nacidos en 1986 g, . Y g abdominal
indice de masa corporal < 25
Kg/m?2
Seguimiento durante la gestacion Incremento de lipidos en
Reino Unido de madres con diferentes grados Madres con IMC entre 16.7 y 36 hepatocitos y tejido adiposo de
2011 [49] de IMC y estudio en fetos e Kg/m? acuerdo al incremento del indice
infantes de masa corporal materno
Jerusalén Estudio en pacientes de 32 afios Incremento de insulina en ayuno
de edad nacidos entre 1974 y Madres obesas* . ¥
2012 [53] y triglicéridos en plasma
1976
Madres obesas gestantes* con Asociacion positiva entre el
. Estudio en adultos de 34 a 61 indice de masa corporal > 30 indice de masa corporal de la
Escocia o . ) -
2013 [54] afios nacidos entre 1950 y 197 kg/m?2 y no obesas gestantes con madre durante la gestacién y

con enfermedad cardiovascular

indice de masa corporal < 30
kg/m?

muerte por enfermedades
cardiovasculares

*Condicidén materna conocida por registros médicos durante su embarazo

Los efectos de la exposiciébn a condiciones alimenticias adversas in utero, sobre el

funcionamiento corporal y los circuitos hipotalamicos reguladores del metabolismo e ingesta de

alimento han sido principalmente explorados en modelos animales [revisado en 35]. Estos

modelos establecen que las crias de madres que consumieron una dieta con alto contenido de

grasa, asi como las crias de madres obesas y de madres diabéticas presentan signos y sintomas

asociados al sindrome metabdlico tales como:

1. Bajo peso al nacer e incremento acelerado de peso corporal durante la lactancia [55, 56 y 57].

2. Obesidad definida por el incremento en el porcentaje de adiposidad visceral, perirrenal e

interescapular, observable posterior al parto y durante la edad adulta [56, 58 y 59].

3. Incremento en la expresion de biomarcadores proinflamatorios en el tejido adiposo fetal y

tejido adiposo de individuos adultos [56 y 60].



4. Hiperglucemia durante el desarrollo del feto, en estadios juveniles y durante la edad adulta

[51,56y 58].

5. Hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e hiperleptinemia, observadas principalmente en la

descendencia masculina en estadios juveniles y durante la edad adulta [55y 61].

6. Hiperinsulinemia o alteraciones en la sensibilidad a la insulina, en estadios juveniles y durante

la edad adulta [56, 57, 62 y 63].

7. Dafios cardiovasculares como la formacién de placas ateroesclerdticas, morfologia anormal
en los vasos sanguineos e incremento en el tamafio de la capa intima y presidon arterial

elevada, observable durante la edad adulta [56, 63 y 64].

8. Incremento de marcadores de estrés oxidativo y alto contenido de triglicéridos en

hepatocitos, observable en estadios juveniles y en la edad adulta [57, 64 y 65].

9. Alteraciones estructurales en pancreas, observables durante estadios juveniles y en la edad

adulta [58].

10. Mantenimiento de las sefiales positivas de las vias orexigénicas, asi como hiperfagia,

hipoactividad y preferencia por el consumo de dietas altas en grasa [66 y 67].
3.3 Mecanismos que subyacen a la programacion metabdlica

Los mecanismos que subyacen la programacion metabdlica no son del todo conocidos, sin
embargo se han propuesto varias hipotesis de como el ambiente materno influye en el desarrollo

de alteraciones metabdlicas en la descendencia:

1. Programacion metabdlica fetal mediada por la exposicion al sindrome metabdlico materno

durante la gestacion.

La presencia de sindrome metabdlico materno durante el desarrollo del feto expone a la
descendencia a altos niveles de acidos grasos, glucosa, triglicéridos, insulina, leptina y citocinas
proinflamatorias, los cuales pueden actuar directamente sobre el tejido fetal o pueden propiciar
un ambiente inadecuado para el desarrollo del feto. El incremento de los metabolitos circulantes
modula la programacién a nivel central sobre los circuitos reguladores de la ingesta de alimento y
a nivel periférico sobre la diferenciacién del tejido adiposo y sobre la regulacidon de la glucosa,

insulina y acidos grasos [67, 68 y 69].



La glucosa materna en exceso es transferida a través de la placenta hacia el torrente sanguineo
del feto. En consecuencia, se produce hiperglucemia en el feto debido a la produccién enddgena y
al suministro materno. El feto produce altos niveles de insulina en respuesta a la hiperglucemia. La
hiperinsulinemia fetal conduce a nivel central, a la inestable organizacion del nucleo hipotaldmico
ventromedial y del nucleo hipotaldmico dorsomedial (circuitos del balance energético) lo que
causa hiperfagia y obesidad después del nacimiento [67]. A nivel periférico se promueve el
almacenamiento de glicégeno y acidos grasos en el higado, musculo y tejido adiposo fetal, que
resulta en el incremento de los depdsitos de grasa, estado proinflamatorio, hipertrofia cardiaca y

resistencia a la insulina [68].

El ambiente inflamatorio materno produce citocinas que se difunden a través de la placenta
hacia el torrente sanguineo del feto. Las citocinas en el feto pueden conducir al desarrollo de un

estado inflamatorio [68].

La hipertensidn materna promueve la insuficiencia placentaria, que se caracteriza por el
decremento en el transporte materno de nutrientes y oxigeno hacia el feto, lo cual origina
descendencia con retraso en el crecimiento intrauterino. En la insuficiencia placentaria se
incrementan las citocinas inflamatorias, por lo tanto se contribuye al desarrollo del ambiente

inflamatorio en el feto [68 y 69].

La placenta produce leptina que se infiltra en la circulacién del feto. En consecuencia, se genera
hiperleptinemia que a nivel central tiene efectos anédmalos sobre el desarrollo de los circuitos

neuronales, originando el mantenimiento de las vias orexigénicas en la descendencia [67, y 69].

2. Programacion metabdlica fetal mediada por la remodelacion tisular durante el desarrollo

embrionario.

La alteracidon de la estructura de los érganos durante el desarrollo embrionario se considera
como el proceso mas simple a través del cual la malnutricion materna podria programar la funcién
a largo plazo de los érganos de la descendencia. Todos los drganos se desarrollan esencialmente
de pequenos grupos de células progenitoras embrionarias. Estas lineas celulares pasan por fases
de proliferacion y diferenciacion para producir un érgano. Los estimulos nutricionales que
impacten sobre un drgano durante el desarrollo tendran el potencial para remodelar su
estructura. Las reducciones en el nimero de células o los cambios en el tipo de célula tendran la

capacidad de limitar el nimero de estructuras funcionales dentro del érgano, para alterar los



patrones de expresion de genes dentro de esas estructuras y para cambiar las vias de sefalizacidon

celular que regulan las acciones del érgano [70].

A partir de estudios en modelos animales se ha observado que la exposicion in utero a una
dieta alta en grasas promueve la remodelacién de los huesos [71], el pancreas [72], y los pulmones
[73]. Lanham vy col, en el 2010 reportaron alteraciones en la estructura trabecular y una
disminucion en el tamafio del hueso en ratones C57BL/6. La remodelacion del tejido esquelético
en las crias puede conducir al desarrollo de osteoporosis [71]. Posteriormente Martins y col, en el
2013 observaron un incremento en el nimero de células § e hipertrofia en los islotes pancreaticos
de ratones C57BL/6. La remodelacién tisular del pancreas se asocié con el incremento en la
secrecién de insulina y con alteraciones en el metabolismo de los lipidos e hidratos de carbono
observados en la descendencia [72]. Song y col, en el 2015 reportaron deposicién peribronquial de
coldgena en el tejido pulmonar de ratas Sprague Dawley, lo cual promovia al establecimiento de

una respuesta inflamatoria a nivel local [73].
3. Programacion metabdlica fetal mediada por mecanismos epigenéticos.

Los mecanismos epigenéticos incluyen la activacién o inactivacion de genes asociados al
metabolismo y diferenciacion por la metilacion del DNA, la acetilacién de las histonas y la

presencia de micro-RNAs [67 y 74].

Cambios estables en el epigenoma y la subsecuente alteracidon en la transcripcién de genes
durante el desarrollo embrionario pueden resultar en modificaciones en el linaje celular, en la tasa
y el nimero de mitosis y/o apoptosis, asi como en la expresidn de las proteinas estructurales, de
procesos metabdlicos y del control homeostatico. Estas consecuencias podrian causar déficits

permanentes en la estructura y la funcion del érgano [75].

A partir de estudios en el tejido hepatico de modelos animales se ha podido observar la
participacién de los mecanismos epigenéticos en la programacién metabdlica fetal. En ratas Wistar
se ha observado que la desnutricion materna reduce la metilacidon del promotor de los receptores
nucleares PPARa y de los receptores de glucocorticoides hepdticos, cuyos genes diana juegan
papeles clave en el metabolismo de la glucosa y de lipidos [76]. El consumo de una dieta alta en
grasas durante la gestacién aumenta de manera significativa la acetilacion de las histonas H3K9 y
H3K18, que se corresponde con los cambios en la expresion génica y la alteracion del metabolismo
de lipidos en tejido hepatico fetal de primates no humanos [77]. Finalmente, se ha observado que

el consumo de una dieta alta en grasa durante la gestacion disminuye los niveles de microRNAs en



el higado de las crias. La alteracion en los niveles de microRNAs se asocia con la desregulacion del

metabolismo hepatico [78].
4. MODELO DE ESTUDIO PARA LAS ALTERACIONES METABOLICAS

Diversos modelos animales han sido empleados para manipular el ambiente nutricional
durante la gestacion. Las ratas y ratones son los organismos comunmente usados, sin embargo

modelos como el conejo y como la oveja podrian ser candidatos alternativos [35].

El metabolismo lipidico, el sistema cardiovascular y el tipo de placenta encontrada en el conejo
(Oryctolagus cuniculus) son similares a las observados en el humano. En los conejos, aprox. el 40%
del colesterol en plasma estd contenido en particulas como la apolipoproteina B y en las
lipoproteinas de baja y muy baja densidad. Los receptores de lipoproteinas de baja densidad
hepaticos son regulados segun el nivel de absorcion de colesterol en el higado, asi mismo los
receptores de lipoproteinas de muy baja densidad que estan implicados en la formacion de células
espumosas son altamente expresados en los macréfagos. Adicionalmente, los conejos presentan
altos niveles de la proteina de transferencia del éster de colesterilo, un importante regulador del
transporte reverso del colesterol [79, 80 y 81]. Los conejos son susceptibles a ateroesclerosis
inducida por el consumo de una dieta alta en grasa. Las caracteristicas de la aterosclerosis en
conejos incluye: la adhesion de monocitos a las células endoteliales de la intima y la migracién de
los monocitos en la subintima de la aorta. Las lesiones observables en los conejos con
ateroesclerosis van desde lesiones en fase inicial en donde sélo se encuentran presentes un bajo
numero de macrofagos en la intima, lesiones denominadas estrias grasas, la cuales se componen
de células espumosas derivadas de macréfagos entremezclados con células de musculo liso y la
matriz extracelular, asi como lesiones avanzadas, las cuales contienen deposicién de calcio [82, 83
y 84]. Recientemente, se ha establecido al conejo como modelo de hipertrigliceridemia
postprandial y acumulacién de grasa visceral. De hecho, la distribucién del tejido adiposo en los
conejos es semejante a la disposicion en el ser humano [85 y 86]. Por ultimo, el conejo comparte
con los humanos, ratas y ratones el tipo de placenta denominada hemocorial. En este tipo de
placenta se distingue el nimero de capas celulares que hacen la funcién de barrera entre el tejido
materno y el tejido fetal. La placenta de conejo tiene dos capas celulares, lo que se designa
placenta hemodicorial. En el caso de los humanos es de tipo hemomonocorial, con una capa
celular y hemotricoral para las ratas y ratones, con tres capas celulares. El nimero de capas que

separan al tejido materno del tejido fetal es considerado como un factor que puede modificar la



transferencia de los nutrientes entre madre-feto. Por lo tanto, la anatomia y fisiologia de placenta
en los conejos representa una ventaja en los estudios sobre el transporte materno in utero [87, 88

y 89].



1. ANTECEDENTES

El estudio sobre los mecanismos subyacentes de la programacion metabdlica fetal es de
especial interés, debido a la creciente evidencia epidemioldgica y experimental que indica que el
origen de las enfermedades metabdlicas puede ocurrir durante condiciones nutricionales no

Optimas del desarrollo [90].

Con la finalidad de inducir obesidad y sindrome metabdlico materno en modelos animales se
han implementado procedimientos genéticos y farmacoldgicos, asi como manipulaciones en los
componentes nutrimentales de las dietas ingeridas por los sujetos experimentales. Las estrategias
dietéticas principalmente utilizadas para la inducciéon del sindrome metabdlico materno son el
consumo de dietas altas en grasa o hidratos de carbono asi como el consumo de dietas

desequilibradas [90 y 91].

Las dietas altas en grasa o altas en hidratos de carbono difieren en funcién a la cantidad y al
tipo de macronutriente empleado. El efecto fisiopatoldgico asociado a su consumo depende de la
composicion de la dieta y se correlaciona con la aparicién de alteraciones en el perfil lipidico, las
cuales pueden progresar hacia enfermedades cardiovasculares, resistencia a la insulina vy
ateroesclerosis si el consumo de la dieta es de forma prolongada. Las dietas desequilibradas se
caracterizan por presentar alteraciones en la proporcidon de sus componentes nutrimentales y su
consumo conduce a la alteracién del metabolismo lipidico y de hidratos de carbono promoviendo

el desarrollo de alteraciones cardiovasculares y resistencia a la insulina a corto plazo [92].

Los efectos metabdlicos que han sido reportados en las progenitoras y en su descendencia
asociados a las manipulaciones de las dietas, dependen de la duracidon de la ingesta y del
porcentaje de grasas o hidratos de carbono consumidos en la dieta [90]. Asi mismo, el modelo
animal empleado puede presentar caracteristicas fisioldgicas que favorezcan al desarrollo de

alteraciones metabdlicas [35].

En particular, los estudios realizados en conejo se han centrado en la evaluacién del consumo
de dietas altas en grasas sobre el fenotipo materno y sobre la descendencia desde etapas
embrionarias hasta la edad adulta. Los reportes de Napoli y col en el 2000 [83] y de Palinski y col
en el 2001 [93] muestran el efecto de la hipercolesterolemia materna, inducida por el consumo de
una dieta alta en grasa (9% kcal), sobre la predisposicion a la ateroesclerosis en la descendencia,
asi como el papel del tratamiento materno preventivo. La hiperecolesterolemia materna se ha

asociado a la alteracién de la transferencia de acidos grasos en la placenta originando retraso en el



crecimiento intrauterino de la descendencia [94 y 95]. Picone y col en 2011 [59], mostraron que la
hipercolesterolemia materna inducida por el consumo prolongado de una dieta hiperlipidica e
hipercolesterolémica (8% kcal), conduce a la sobre-expresion de adipofilina en el feto y al retraso
en el crecimiento intrauterino, asi mismo se observé un incremento de grasa abdominal e
interescapular durante la edad adulta de la descendencia. Posteriormente, Prior y col en 2014
[96], reportaron que las crias de conejo que consumieron una dieta alta en grasas (13.3% kcal)
durante la gestacion, presentaron un incremento en el peso corporal y en la presion arterial, asi
como resistencia a la leptina a los 4 meses de edad. Finalmente se ha observado que las crias de
madres con hipercolesterolemia presentan un decremento en el peso de los testiculos y en el
epididimo en el caso de los machos, asi como la atresia folicular en el caso de las hembras durante

la edad adulta [97 y 98].

En la mayoria de los estudios experimentales sobre programacién metabdlica se promueve la
obesidad y sobrenutricidn materna a través de la administracién de dietas con alto contenido en
grasa [92]. Dado que las poblaciones humanas con alta prevalencia de sindrome metabdlico
consumen dietas desequilibradas, la evaluacién de la programacién metabdlica en modelos
experimentales basados en el consumo de dietas altas en grasa es limitada. El consumo de una
dieta desequilibrada durante la gestacién implica la exposicion del feto a un ambiente deficiente
en proteinas y rico en grasas e hidratos de carbono. Por lo tanto, este trabajo pretende evaluar el
consumo materno de una dieta desequilibrada en el modelo del conejo para proveer nueva

informacién sobre los efectos en la progenie asociados al estado metabdlico materno.
. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que el sindrome metabdlico representa un problema de salud a nivel mundial y
nacional es fundamental estudiar el estado metabdlico materno y las consecuencias en la salud de
la descendencia. Por lo que con este trabajo se pretende establecer un modelo animal de
programacion metabdlica inducida por el consumo de una dieta similar a las practicas
nutricionales de la poblacidn con sindrome metabdlico, utilizando como modelo de estudio al

conejo Europeo.



V. HIPOTESIS

El consumo materno de una dieta alta en lipidos e hidratos de carbono, previo y durante la
gestacion induce al desarrollo de alteraciones en el crecimiento corporal y en el perfil metabdlico

de la descendencia en etapas postnatales tempranas.

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del consumo materno de una dieta desequilibrada sobre el crecimiento
corporal y el perfil metabdlico de la descendencia durante etapas tempranas de la vida postnatal,

utilizando como modelo experimental al conejo Europeo (Oryctolagus cuniculus).

VL. OBIJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar el efecto del consumo de una dieta desequilibrada desde la etapa juvenil hasta la

edad reproductiva, sobre el perfil lipidico y glucémico en hembras de conejo Europeo.

e Evaluar el efecto de la exposicién in utero a una dieta desequilibrada sobre el crecimiento

corporal y el consumo de leche materna en las crias durante el periodo de lactancia.

e Evaluar el efecto de la exposicidn in utero a una dieta desequilibrada sobre el perfil lipidico

y glucémico en las crias al momento del destete.



VII. METODOLOGIA

Se establecid un modelo de sobrenutricidn materna en conejo, inducido por una dieta
desequilibrada desde la juventud y durante la gestacion. Se utiliz6 como modelo experimental al
conejo Europeo doméstico (Oryctolagus cuniculus). Los conejos se mantuvieron en el bioterio del
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. El estudio fue realizado de acuerdo a la Guia para
el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (NIH Pub. No. 86-23, revisado 1996) y la guia para
el Tratamiento de Animales en Investigacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). El protocolo contd con la aprobacion del
Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales en Experimentacién, del Instituto de

Investigaciones Biomédicas (Permiso niumero: 098).
7.1 Obtencion y dieta de las hembras

Para la obtencién de las hembras se realizd lo siguiente: hembras gestantes de conejos
Europeo fueron alojadas en jaulas individuales (120 x 60 x 45 cm) y mantenidas bajo un
fotoperiodo luz: oscuridad (16:08h) largo. Asi mismo, se controld la temperatura de la sala (20 + 2
°C) y la humedad relativa (40 - 60%). Tres dias previos al parto programado, se colocé una
madriguera artificial de PVC en cada jaula. Las hembras gestantes realizaron sus nidos dentro de
las madrigueras, con pelo procedente de su cuerpo y con paja esterilizada. Se permitié a las
conejas gestantes parir de manera natural. Al nacimiento se registré el nimero de crias nacidas.
Con el objetivo de minimizar las variaciones en el crecimiento de las crias durante la lactancia, se
ajustaron las camadas con 6 crias, cada una. Posterior al destete, se sexd a cada cria mediante la
observacion de los érganos sexuales masculinos y femeninos. Las hembras fueron alojadas en
jaulas individuales (60 x 60 x 45) y fueron mantenidas con alimento para conejo (Conejo Ganador,
Malta Cleyton, México) y agua ad libitum hasta la semana 10 de edad, donde se comenzd con el

protocolo experimental.
Se dividid el protocolo experimental de las hembras en los siguientes segmentos:

e Crecimiento. De la semana 10 hasta la semana 20 de edad. Periodo que comprende el
estado juvenil y la madurez sexual del conejo.
e Gestacion. De la semana 21 hasta la semana 25 de edad.

e Obtencidn de tejido mediante el sacrificio de las hembras. Semana 26 de edad.



Durante el crecimiento las hembras tuvieron acceso a una dieta estandar o a una dieta

desequilibrada de acuerdo a los siguientes grupos:

e Grupo control (CON), el cual fue alimentado con una dieta estandar (Conejos engorda,
Malta Cleyton México) y agua ad libitum.

e Grupo sobrenutrido (SN), el cual fue alimentado por una dieta desequilibrada y agua ad
libitum.
La dieta desequilibrada se realizé mediante la adicion de 0.1% de colesterol, 4% de aceite
de soya y 15% de sacarosa, al alimento estdndar de conejo (Conejos engorda, Malta

Cleyton México). Esta dieta simula la dieta promedio consumida por la poblacién mexicana

[37].

La composicion nutrimental de cada tipo de dieta se muestra en la tabla 5. La dieta
desequilibrada se caracterizod por ser alta en grasas (4.5% kcal) e hidratos de carbono (2.59 % kcal),

y baja en proteinas (7.1% kcal) respecto al porcentaje de kcal de dichos macronutrientes presentes

en la dieta estdndar de conejo.

Tabla 5. Composicion nutrimental de la dieta

COMPONENTE DIETA ESTANDAR DIETA DESEQUILIBRADA
Materia seca 94.39% 87.20%
Humedad 5.61% 12.80%
g (%) Kcal % Kcal g (%) Kcal %Kcal
Proteina cruda 15.73 62.92 21.78 11.22 44,88 14.68
Lipidos (Extracto etéreo) 3.83 34.47 11.93 5.58 50.22 16.43
Minerales totales (Cenizas) 11.56 7.58
Fibra cruda 15.39 10.21
Hidratos de carbono
digeribles (Extracto libre 47.87 191.48 66.28 52.61 210.44 68.87
de nitrégeno)

Energia Metabolizable 2542.57 Kcal/kg 2609.15 Kcal/kg

Composicion quimica de las dietas en porcentaje por 100 g de alimento, base humeda.
La energia obtenida de proteinas, lipidos e hidratos de carbono fueron calculados a partir de
los datos derivados del analisis quimico proximal.




Se obtuvieron un total de 10 hembras, de las cuales 3 fueron hembras del grupo CON y 7 del

grupo SN.

Durante la etapa de crecimiento se registré el peso corporal, la ingesta de agua y alimento, el
perfil metabdlico y la presidn arterial. Después de dos meses de consumo ininterrumpido de la
dieta desequilibrada, las hembras SN tuvieron acceso a la dieta desequilibrada una vez por semana
durante 14 dias, debido a que evidencia previa a partir de pilotos realizados en el laboratorio
mostraron que el consumo croénico de la dieta desbalanceada afectaba la fertilidad asi como el
mantenimiento de la gestacién en las conejas. Posterior a la modificacién, se verificd el perfil
metabdlico de las hembras. Una vez que se corroboré el estado metabdlico materno, a las 20
semanas de edad, las hembras se aparearon con machos de la colonia, los cuales consumieron
durante toda su vida dieta estandar. Momentos antes del apareamiento, se administrd via
intravenosa 30 IU de gonadotropina coridnica humana (hCG, Chorulon) a las hembras del grupo
SN, como fue reportado por Picone y col en el 2011 [59], asi mismo se administrd via intravenosa
venosa vehiculo (solucidn fisiolégica) a las hembras del grupo CON. La hCG estimula la ovulacion y
promueve el mantenimiento del cuerpo IUteo durante el inicio de la gestacion. La administracién
de hCG se realizé con la finalidad de promover un ambiente dptimo para la fecundacién. Durante
el periodo de gestacion (31 dias), las hembras del grupo SN tuvieron acceso a la dieta
desequilibrada cada tercer dia. Adicionalmente, se registré el peso corporal y la cantidad de
alimento y agua ingerida. Las hembras gestantes se mantuvieron en las condiciones mencionadas
anteriormente 3 dias previos a la fecha programada de parto. Se realizd el perfil metabdlico y se

sacrificd a la hembra, 3 dias posteriores al parto (Tabla 6).
7.1.1 Obtencién y tratamiento de muestras de las hembras

Ganancia de peso. Se registré el peso corporal diario durante el periodo de crecimiento y se
promedié para analizarlos semanalmente. Durante el periodo de gestacion, se registrd el peso

corporal los dias 8, 18 y 28 de gestacidn para evitar perturbar a las hembras diariamente.

Ingesta de agua y alimento. Durante todo el protocolo experimental se registré diariamente el
consumo de alimento y la ingesta de agua. Los datos obtenidos fueron promediados para

analizarlos semanalmente.

Perfil metabdlico. Se obtuvieron muestras de suero durante las 14, 18, 20 y 26 semanas de
edad. Posterior a un ayuno de 12 horas, se colectd sangre de la arteria central de la oreja de cada

coneja en un tubo Vacutainer, con un punzocat de 24G. La sangre se centrifugd a 3300 rpm



durante 10 min. El suero obtenido se almacend a -70°C hasta la determinacién en suero de los
metabolitos: glucosa, colesterol total, lipoproteinas de alta densidad, lipoproteinas de baja
densidad, triglicéridos y acidos grasos libres mediante espectrofotometria de absorcidn, las cuales
fueron realizadas por la Quim. Delia Arlette Castillo Mata, del Departamento de Patologia, de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la UNAM. Se calculd la concentracién de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) en suero mediante la férmula de Friedewald, 1972. La
férmula VLDL calculado (VLDLc)= Tglicéridos /o - narmite estimar el valor de VLDL a partir de los valores
plasmaticos de triglicéridos, debido a que la mayoria de los triglicéridos plasmaticos son
transportados por las VLDL y la concentracidon de colesterol de las VLDL se corresponde a un

quinto del valor de triglicéridos [revisado en 99].

Adicionalmente, se realizd una prueba de tolerancia a la glucosa via intravenosa (PTGiv) a las 20
semanas de edad. Posterior a un ayuno de 12 horas, se fijé en la arteria central de la oreja un
punzocat de 24G por donde se colectdé sangre durante la prueba. Se administré en la vena
marginal de la oreja opuesta 0.6g/kg de peso corporal de solucién glucosada al 50% (Brovel), como
fue reportado en Zhao y col en el 2007 [85]. A los 5, 30, 60 y 120 minutos posteriores a la
administraciéon de glucosa, se tomd una muestra de sangre arterial. La sangre colectada se
centrifugd a 3300 rpm durante 10 minutos. El suero obtenido se almacend a -70°C hasta la

determinacién de glucosa como se mencioné previamente.

Presion arterial. Mediante la ecografia Doppler y el método auscultatorio, se registrd la presion
arterial de las hembras en la semana 14 y 18 de edad. Para ello se habitué a cada conejo 4 dias
previos al registro de la presidn arterial, para evitar alteraciones asociadas al manejo de los
animales durante el registro. El primer dia de habituacién se rasurd la extremidad inferior
izquierda para exponer el drea distal de la region femoral. Las habituaciones posteriores
consistieron en colocar un brazalete inflable, un gel lubricante y un Doppler fetal (Echosounder,
HADEKO) durante 3 minutos. El dia del registro, se colocé el brazalete inflable en la parte proximal
de la region femoral izquierda, se detecté el pulso de la arteria femoral con ayuda del Doppler

fetal y se registro la presion arterial mediante el método auscultatorio.

Obtencion de tejido mediante el sacrificio de las hembras. Previo a un ayuno de 12 horas, las
hembras fueron sacrificadas por sobredosis de pentobarbital (PISABENTAL) via venosa (60 mg/kg).
Se extrajeron cuidadosamente los érganos de interés y se registrd el peso en fresco del higado,

rifones, corazén, glandulas adrenales, estémago y los depdsitos de grasa: mesentérica,



retroperitoneal, interescapular y pericardica. El peso en fresco de los drganos y depdsitos de grasa

se normalizaron en relacién del peso del animal al momento del sacrificio para su comparacién.
7.2 Obtencion y tratamiento de la descendencia

Se obtuvo un total de 31 crias vivas, de las cuales 13 fueron crias de las madres CON (CONC) y
18 de las madres SN (SNC). Se registro el peso corporal al momento del nacimiento y durante la

lactancia. Adicionalmente, se registrd la ingesta de leche y el perfil metabdlico al destete.

El dia posterior al parto (P1, dia postnatal 1), se ajustaron las camadas a 5-6 crias cada una. Las
crias fueron mantenidas bajo un fotoperiodo (12:12) y a una temperatura controlada entre
22°C+2°Cy a una humedad relativa de 40-60%. Las crias fueron alimentadas por hembras nodrizas
que consumieron alimento estdndar durante toda su vida. El amamantamiento tuvo lugar en el

momento de encendido de las luces.

En el dia P31, un total de n=31 crias fueron sacrificadas para la extraccién de tejidos vy la
obtencidn del peso en fresco del higado, corazdn, rifiones y de los depdsitos de grasa mesentérica,

retroperitoneal e interescapular (Tabla 7).
7.2.1 Obtencion y tratamiento de muestras de la descendencia

Ganancia de peso. Momentos antes del amamantamiento se estimulé la miccién en las crias
frotando levemente la zona urogenital con un hisopo himedo, posteriormente se registrd el peso
corporal. Las crias fueron introducidas en el nido de la madre y se permitié la entrada de la
hembra lactante. Posterior al amamantamiento se registré nuevamente el peso corporal de las
crias. El patrén de crecimiento corporal se realizé a partir de los valores obtenidos antes del

amamantamiento. La ganancia de peso corporal se analizé semanalmente.

Estimacion de ingesta de leche. La ingesta de leche consumida se estimé mediante la resta del
peso corporal posterior y previo al amamantamiento. Asi mismo, se obtuvo la tasa diaria de
ingesta de leche mediante el cociente de la ingesta de leche en el dia “x” entre el valor de la

ingesta de leche del dia previo.

Perfil metabdlico. A los 31 dias de edad, las crias fueron profundamente anestesiadas mediante
la inhalacion de Sevoflurano (Sevorano, Abbot) y se colectd sangre via puncidon cardiaca. La sangre
colectada se centrifugd a 3300 rpm durante 10 minutos. El suero obtenido se almacené a -70°C
hasta la determinacion en suero de los metabolitos glucosa, colesterol total, lipoproteinas de alta

densidad, lipoproteinas de baja densidad, triglicéridos y acidos grasos libres como se mencioné



previamente. Adicionalmente, se calculd la concentracién de VLDL mediante la férmula de

Friedewald ya descrita.

Obtencidn de tejido mediante el sacrificio de la descendencia. Se extrajeron cuidadosamente los
6rganos de interés y se registré el peso en fresco del higado, rifones, corazén y los depdsitos de
grasa mesentérica, retroperitoneal e interescapular. El peso en fresco de los 6rganos y depdsitos
de grasa se normalizaron en relacién del peso del animal al momento del sacrificio para su

comparacion.
7.3 Andlisis estadistico

Se obtuvo la estadistica descriptiva para cada pardmetro evaluado en las hembras y en la
descendencia. Los valores son expresados como la media + desviacién estandar (DE). El analisis

estadistico se realizé mediante el uso del software GraphPad Prism 6.
7.3.1 Hembras

En el caso de las curvas de crecimiento, la ingesta de alimento y agua, el perfil metabdlico, la
presion sanguinea, asi como la PTGiv, las diferencias entre el grupo y la edad fueron analizadas
mediante la prueba estadistica de andlisis de varianzas (ANOVA) de dos vias para muestras
repetidas, seguido de una prueba post hoc de Bonferroni. En el caso del consumo de proteinas,
lipidos e hidratos de carbono totales por segmento, las diferencias entre el grupo y la edad fueron
probadas mediante la prueba estadistica de andlisis de varianzas (ANOVA) de dos vias, seguido de
una prueba post hoc de Bonferroni. Para el area bajo la curva y en el porcentaje corporal de
Organos y depdsitos de grasa al momento del sacrificio, las diferencias entre grupos fueron

probadas mediante la prueba t-student.
7.3.2 Descendencia

En el caso de las curvas de crecimiento, asi como en la estimacién de la ingesta de leche
materna, las diferencias entre el grupo y la edad fueron probadas mediante la prueba estadistica
de analisis de varianzas (ANOVA) de dos vias para muestras repetidas, seguido de una prueba post
hoc de Bonferroni. En el caso de la concentracion en suero de glucosa, colesterol total,
lipoproteinas de alta, baja y muy baja densidad, triglicéridos y acidos grasos libres, asi como en el
porcentaje de drganos y depdsitos de grasa al momento del sacrificio, las diferencias entre grupos

fueron probadas mediante la prueba t-student.



Tabla 6. Disefio experimental de las hembras de conejo Europeo

Segmento CON SN Edad (semanas) / Evaluacion
Consumo diario de la 14 | Registro del perfil metabdlico y presién sanguinea
Consumo diario dieta desequilibrada
Crecimiento .
de edad de dieta
10-20 semanas de eda estandar 18 | Registro del perfil metabdlico y presién sanguinea

Consumo de dieta

desequilibrada una
vez por semana 20 | Registro del perfil metabdlico

Consumo terciado de
la dieta
desequilibrada

Gestacion
21-25 semanas de edad

Sacrificio
26 semanas de edad
3 dias posteriores al parto

Consumo diario
de dieta
estandar

Consumo diario
de dieta
estandar

Consumo terciado de
la dieta
desequilibrada

Registro de peso corporal en el dia 8, 18 y 28 de gestacidn

26 | Perfil metabdlico y obtencidn de tejido

Se registro diariamente la ingesta de alimento y agua. Las hembras SN tuvieron acceso a la dieta estandar durante los dias que no
consumieron la dieta desequilibra. Con excepcion de la gestacion, se registré diariamente el peso corporal.

Tabla 7. Disefo experimental de las crias de conejo Europeo

Segmento

CON

SN

Edad (dias) / Evaluacién

Lactancia
0-30 dias de edad

Crias alimentadas por
hembras nodrizas

Crias alimentadas por
hembras nodrizas

Registro diario de peso corporal e
ingesta de leche

Perfil metabdlico y obtencidn
de tejido

Sacrificio
31 dias de edad

Ayuno

Ayuno

31




VIIL. RESULTADOS
8.1 Hembras
8.1.1 Peso corporal de las hembras

Durante el crecimiento, las hembras control tuvieron una ganancia semanal de peso corporal
del 3 2.5 % (110 + 60 g) y las hembras sobrenutridas del 4 + 2.7 % (138 + 64 g). En total, la
ganancia de peso corporal del grupo control fue del 68.92 % (1108 + 60 g) y del 95.5 % (1386 + 64
g) para el grupo sobrenutrido. En la gestacién, las hembras del grupo control tuvieron una
ganancia semanal de peso corporal del 2 + 3.5 % (105 = 124 g) y las hembras del grupo
sobrenutrido del 0.9 + 1.67 % (35 + 66 g). Durante la gestacion las hembras control tuvieron una
ganancia total de peso corporal del 31. 07 % (421 + 124 g) y del 11.10 % (142 + 66 g). En la semana
21 de edad las hembras sobrenutridas presentaron un incremento significativo en el peso corporal
con respecto al grupo control (control,;=3390.33 + 311.77 vs sobrenutrido»;=3919.14 + 211.15 g;
p<0.05). Posterior al parto las hembras presentaron una disminucion semanal de peso corporal
del 4 £ 6.59 % (181 + 256 g) para el grupo control y del 5 + 4.73 % (237 + 198 g) para el grupo
sobrenutrido (Figura 1). El analisis de varianza mostré diferencias significativas en el peso corporal
de las hembras en funciéon a la edad y a la interaccidon entre el grupo con la edad (Edad:

F(16,128=133.8, p<0.0001; Grupo: F(1,5=3.616, p=0.0937; Interaccion: F(16,128=3.060, p=0.0002).
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A —— Sobrenutrido
4000

3500+

Peso corporal
(g Isemana)

3000+ *
2500 - Sacrificio
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Figura 1. Patron de crecimiento corporal de las hembras. Promedio + DE del peso corporal medido en
hembras del grupo control (n=3) y del grupo sobrenutrido (n=7) durante los segmentos de crecimiento y
gestacion y al momento del sacrificio. La linea sombreada sefiala el momento del apareamiento. La letra a

indica diferencia con respecto al grupo control, p<0.05.



8.1.2 Ingesta de alimento y agua de las hembras

Durante el periodo de crecimiento, la ingesta caldrica de ambos grupos se mantuvo constante
alrededor de 441 + 47 Kcal y 422 + 15 Kcal para el grupo control y sobrenutrido respectivamente.
Las hembras de ambos grupos redujeron la ingesta caldrica a partir de la tercera semana de
gestacion hasta el parto (Figura 2A). En particular, durante la semana 23, 24 y 25 de edad (final de
la gestacion), las hembras del grupo sobrenutrido ingirieron menor cantidad de kcal en
comparacion al grupo control (control,3=466.13 + 53.7 kcal vs sobrenutrido,s= 287.47 + 48 kcal,
p<0.05; control,s= 356.32 + 78.26 kcal vs sobrenutrido,s= 198.28 + 51.69 kcal, p<0.05; control;s =
318.59 + 135.72 kcal vs sobrenutrido,s= 184.65 + 59.66 kcal, p<0.05). El andlisis de varianza mostré
diferencias estadisticas en la ingesta calérica semanal en funcion al grupo, a la edad y a la
interaccion entre el grupo con la edad (Edad: Fis, 120=9.52, p<0.0001; Grupo: F(1, §=5.619,
p=0.0452; Interaccidn Fs,120=2.998, p=0.0004).

En relacién al consumo caldrico obtenido a partir de proteinas (Figura 2B), lipidos e hidratos de
carbono se observo diferencia significativa en funcién al grupo y al segmento analizado (Tabla 8).
Durante el crecimiento, las hembras del grupo sobrenutrido consumieron una menor cantidad de
calorias a partir de proteinas y una mayor cantidad de calorias a partir de lipidos en comparacion
con el grupo control. Durante la gestacién las hembras sobrenutridas consumieron una menor
cantidad de calorias a partir de proteinas en comparacién con el grupo control. El consumo
caldrico obtenido de macronutrientes durante el crecimiento y la gestacion fue similar en el grupo
control. Por el contrario, las hembras sobrenutridas ingirieron menor cantidad de calorias a partir

de proteinas, lipidos e hidratos de carbono durante la gestacién en comparacion al crecimiento.

La ingesta semanal de agua se mantuvo constante durante el segmento de crecimiento en
ambos grupos alrededor de 309 + 52 ml para el grupo control y de 212.66 + 58.45 ml para el grupo
sobrenutrido. En la semana 17 de edad las hembras del grupo sobrenutrido consumieron menor
cantidad de agua en comparacion al grupo control (control= 346.11 + 43.45 vs sobrenutrido=
200.16 + 60.72, p<0.05). En ambos grupos, se observé una disminucion en el consumo de agua a
partir de la semana 22 de edad hasta el parto (Figura 2C). El andlisis de varianza mostro diferencias
estadisticas en funcién a la edad y al grupo de las hembras (Edad: Fs, 120=4.87, p<0.0001; Grupo:
F1, 8=14.77, p=0.0049; Interaccion: F(s, 120=0.55, p=0.9053). Sin embargo, en la figura 2C se puede
observar una tendencia a mayor consumo de agua en las hembras del grupo control con respecto

al grupo sobrenutrido.
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Figura 2. Patrén de alimentacion de las hembras. Promedio + DE de A) ingesta caldrica, B) consumo de

macronutrientes por segmento y C) ingesta de agua medido en hembras del grupo control (n=3) y del grupo



sobrenutrido (n=7). La linea sombreada sefiala el momento del apareamiento. Las letras a, b y ¢ indican

diferencia estadistica, p<0.05.

Tabla 8. Resultados obtenidos de la prueba estadistica ANOVA de dos vias del consumo de macronutrientes
de las hembras durante los segmentos crecimiento y gestacion

Variable Fuente de variacion F (DFn, DFd) Sig.
Interaccion F (1, 16) = 2.269 NS

Proteinas Edad F (1,16) = 16.82 P =0.0008

Grupo F (1,16)= 125.6 p <0.0001

Interaccion F (1,16=9.137 P =0.0081

Lipidos Edad F (1,16)= 22.98 P =0.0002

Grupo F (1, 16) = 18.07 P =0.0006

Interaccion F (1,16) = 6.103 P =0.0251

Hidratos de carbono Edad F (1,16)= 21.08 P =0.0003
Grupo F,16=3.124 NS

8.1.3 Perfil metabdlico de las hembras

En el perfil lipidico de las hembras en ayuno, la concentracién de colesterol total, lipoproteinas
de baja y alta densidad variaron en funcién a la edad, al grupo y a la interaccidn entre el grupo y
edad. En el caso de la concentracidn de lipoproteinas de muy baja densidad vy triglicéridos solo se
observd variacion en funciéon a la edad. No se observaron diferencias estadisticas en la

concentracién de acidos grasos libres (Tabla 9).

Durante el crecimiento (semana 14 y 18 de edad), se observé diferencia significativa en la
concentracién de colesterol total (CHO) en funcidn al grupo. La concentracién de CHO total de las
hembras sobrenutridas incrementd 10 veces aproximadamente en comparacion al grupo control.
Momentos antes del apareamiento (semana 20 de edad) y al momento del sacrificio (semana 26
de edad), el promedio de la concentracién de CHO total del grupo sobrenutrido incrementé 5y 2.5
veces en comparaciéon al grupo control respectivamente, sin embargo no se observaron
diferencias significativas asociadas al grupo durante estos segmentos. La concentracion de CHO
total de las hembras sobrenutridas disminuyd gradualmente a partir de las 18 semanas de edad.
Por el contrario, la concentracion en suero de CHO total de las hembras control se mantuvo

constate alrededor de 69 + 9 mg/dL durante el experimento (Figura 3A).

Se observd diferencia significativa en la concentracion de las lipoproteinas de baja densidad

(LDL) en funcidn al grupo durante el crecimiento (semana 14 y 18 de edad). La concentracion de



LDL del grupo sobrenutrido incrementé 17 veces aproximadamente en comparacion al grupo
control. Durante el apareamiento y al momento del sacrificio (semana 20 y 26 de edad) no se
observaron diferencias significativas en funcién al grupo, sin embrago la concentracién promedio
de LDL del grupo sobrenutrido fue 5 veces mayor que el grupo control. En el caso de las
variaciones observadas en funcion a la edad, la concentracion de LDL de las hembras
sobrenutridas disminuyd 3 veces aproximadamente al momento del apareamiento y sacrificio en
comparacion con el crecimiento. Por el contrario, la concentracién en suero de LDL de las hembras

control se mantuvo constate alrededor de 24 + 7 mg/dL durante el experimento (Figura 3B).

Durante el crecimiento (semana 14 y 18 de edad), se observé diferencia significativa en la
concentracion de lipoproteinas de alta densidad (HDL) en funcién al grupo, la concentracion de
HDL de las hembras sobrenutridas disminuyd 2.5 veces aproximadamente en comparacion al
grupo control. Al momento del apareamiento y sacrificio (semana 20 y 26 de edad) no se
observaron diferencias significativas en funcidn al grupo. En el caso de las variaciones observadas
en funcion a la edad, la concentracion de HDL en suero en las hembras sobrenutridas aumento 2
veces aproximadamente en la semana 20 en comparacién a la semana 14 de edad. En el caso del
grupo control, los niveles de HDL disminuyeron en la semana 26 (postparto) 2 veces

aproximadamente en comparacién a las semanas anteriores (Figura 3C).

No se observaron cambios en funcién al grupo en la concentracién en suero de lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) y triglicéridos (TG). En el caso del grupo sobrenutrido, ambos
metabolitos incrementaron 2 veces aproximadamente durante la semana 26 (sacrificio) en
comparacion a la semana 14 de edad (crecimiento). Por el contrario, la concentracidn en suero de
VLDL y TG de las hembras control se mantuvo constate alrededor de 8 + 2 y 40 + 8 mg/dL

respectivamente durante el experimento (Figura 3D y E).

No se encontraron diferencias en funcidn al tiempo y al grupo en la concentracién de acidos
grasos libres (AGL) en suero. La concentracion de AGL del grupo sobrenutrido y control se
mantuvo constante alrededor de 29 + 6 mg/dL y 25 = 6 mg/dL respectivamente durante el

experimento (Figura 3F).

En el perfil glucémico en ayuno de las hembras varié en funcién al grupo y a la edad (Figura
3G). Las hembras sobrenutridas presentaron un incremento en la concentracién de glucosa a las
18 semanas de edad respecto al grupo control. Se observd un incremento en la concentracion de

glucosa (GLU) en las hembras sobrenutridas en la semana 18 respecto a la semana 14,



posteriormente se observd una disminucién en la semana 20 respecto a la semana 18 de edad. Los
niveles de GLU en el grupo control se incrementaron en la semana 26 con respecto a la semana 20
de edad (apareamiento). Se observaron diferencias significativas en la concentracion de GLU en
funcion al grupo y a la edad (Edad: Fg, 24=6.669, p=0.0020; Grupo: F(, §=11.95, p=0.0086;
Interaccion: F,24)=2.299, p=0.1030).

Durante la curva de tolerancia a la glucosa (Figura 3H), la concentracién maxima de GLU en
suero se alcanzd a los 5 minutos para ambos grupos. Posteriormente la concentracion de GLU en
suero disminuyé hasta los niveles basales a los 120 minutos para el caso del grupo control y a los
60 minutos para el grupo sobrenutrido posteriores a la administracion de GLU intravenosa
(Tiempo: Fu, 32=128.6, p<0.0001; Grupo: Fp, §=1.238, p=0.2981; Interaccidon: Fu, 32=1.809,
p=0.1514). No se encontraron diferencias estadisticas asociadas al grupo en la curva y en el area
bajo la curva de la PTGiv, sin embargo el drea bajo la curva de las hembras sobrenutridas fue
3.44x10* + 4.53x10° unidades arbitrarias, mientras que el drea bajo la curva de las hembras del

grupo control fue 3.91x10* + 3.94x10° unidades arbitrarias (Figura 3l).

Tabla 9. Resultados obtenidos de la prueba estadistica ANOVA de medidas repetidas de dos vias del perfil
lipidico en hembras

Variable Fuente de variacion F (DFn, DFd) Sig.
Interaccion F324=11.18 P <0.0001
CHO Edad F (3,24 = 11.85 P <0.0001
Grupo Fusg=13.04 P = 0.0069
Interaccion F (3,24)= 14.02 P <0.0001
LDL Edad F (3,24 =13.22 P <0.0001
Grupo Fus=18.94 P =0.0024
Interaccion F (3,24y=5.614 P =0.0046
HDL Edad F (3,24 =3.119 P =0.0448
Grupo F (1,8 =9.309 P =0.0158
Interaccion F (3,24)= 0.8079 NS
VLDL Edad F (3,24 = 4.307 P =0.0145
Grupo F (1,8=0.9019 NS
Interaccion F (3,24)=0.8079 NS
TG Edad F (3,24) = 4.307 P =0.0145
Grupo F (1,8=0.9019 NS
Interaccion F (3, 24) = 1.850 NS
AGL Edad F (3,24 = 0.6517 NS
Grupo F (1,8 =1.302 NS
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Figura 3. Perfil metabdlico de las hembras. Promedio + DE de A) colesterol total (CHO);
lipoproteinas de B) baja densidad (LDL), C) alta densidad (HDL) y D) muy baja densidad (VLDL); E) triglicéridos
(TG); F) acidos grasos libres (AGL); G) glucosa (GLU); H) glucosa durante la PTGiv e I) area bajo la curva de
PTGiv medido en hembras del grupo control (n=3) y del grupo sobrenutrido (n=7), durante el crecimiento:
semana 14 y 18 de edad; apareamiento: semana 20 de edad y sacrificio (posparto): semana 26 de edad, tres
dias posteriores al parto. Las diferencias entre grupo y edad del perfil lipidico, la concentracién de glucosa
en suero y la PTGiv fueron analizadas mediante la prueba estadistica ANOVA de dos vias para muestras
repetidas. Las diferencias entre grupo del area bajo la curva de PTGiv fue analizada mediante la prueba t-
student. Letras diferentes indican diferencia significativa a>b>c, p<0.05. * y # indican diferencia significativa

vs concentracion de glucosa en el tiempo 0 para el grupo control y sobrenutrido respectivamente, p<0.05.



8.1.4 Presion arterial

No se registraron diferencias estadisticas en los niveles de presion sanguinea (Tabla 10) entre

grupos, ni en relacién a la edad (Presidn sistélica, Edad: F(1, §=0.1261, p=0.7317; Grupo: F,

8=0.8284, p=0.3893; Interaccion: F(1, =0.0004879, p=0.9829 y presion diastdlica, Edad: F,

8=0.01236, p=0.9142; Grupo: F(1,5=0.001293, p=0.9722; Interaccion: F(1,5=0.8581, p=0.3814).

Tabla 10. Presion sanguinea durante el crecimiento de hembras

14 semanas de edad

18 semanas de edad

CON SN CON SN P
Sistolica 142 +42.33 151 +20.80 146 + 25.16 157 +23.60 NS
Diastdlica 87 +10.26 84 +12.59 83 +5.77 87+11.12 NS

Grupo control (n=3) y sobrenutrido (n=7). Datos expresados como la Media * DE, NS indica sin diferencia significativa

8.1.5 Peso de 6rganos y depdsitos de grasa de las hembras al posparto

Se observaron diferencias significativas en funcién al grupo. El corazén (control=0.199 + 0.03 %

vs sobrenutrido= 0.29 + 0.50 %, p<0.05) y el higado (control= 1.959 + 0.12 % vs sobrenutrido=

2.410 + 0.29 %, P<0.05) de las hembras sobrenutridas tuvieron mayor porcentaje de peso en

comparacion al grupo control. El porcentaje de peso de los rifiones, las glandulas adrenales y del

estdmago, asi como de los depdsitos de grasa no difirié entre grupos (Figura 4).

A

B

Figura 4. Peso de o6rganos y depodsito de grasa de las hembras. Promedio + DE de A) dérganos y B)

depositos de grasa medido en hembras del grupo control (n=3) y del grupo sobrenutrido (n=7) tres dias

posteriores al parto. El peso en fresco de los érganos y depdsitos de grasa se normalizaron en relaciéon del

peso del animal al momento del sacrificio. * indica diferencia significativa vs control, p<0.05.



8.2 Descendencia
8.2.1 Patrdn de crecimiento corporal de las crias

Se observé similitud estadistica en el peso corporal de las crias al nacimiento y durante el
periodo de lactancia. Al momento del destete, las crias de ambos grupos incrementaron su peso
corporal 8.5 veces aproximadamente respecto al nacimiento (Figura 5). El andlisis de varianza
mostrod diferencias estadisticas en el peso corporal de las crias durante la lactancia en funcién a la
edad y a la interaccion entre la edad con el grupo (Edad: Fo, s70=440.4, p<0.0001; Grupo: F,
20)=1.70, p=0.2017; Interaccidn: Fo,370=1.878, p=0.0032). No se encontraron diferencias asociadas

al grupo.

Las crias de ambos grupos ganaron el mayor porcentaje de peso durante la primera semana de
edad, alrededor del 13% aproximadamente. En las semanas posteriores, la ganancia de peso
corporal fue menor respecto a las semanas siguientes de edad. No se encontraron diferencias

entre grupos (Tabla 11).
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Figura 5. Patrén de crecimiento corporal de las crias. Promedio * DE del peso corporal diario de las crias

durante la lactancia. Crias de madres control (n=13) y crias de madres sobrenutridas (n=18).



Tabla 11. Ganancia de peso corporal de crias lactantes

Crias CON Crias SN
Semana p
% g % g
1 12.10+4.9 61.2+14.7 13.38+3.2 | 59.03+16.3 NS
2 11.62+1.3 138.9+31.9 9.69+5.0 125.0+ 23.6 NS
3 5.15%+1.6 232.3+25.9 6.37+1.8 204.2 £25.8 NS
4 4.68+1.32 324.6 £ 28.8 4.45 +0.6 290.7+26.4 NS
5 2.27+1.19 378.4+3.7 2.88+0.17 342.6£6.6 NS

Promedio semanal de la ganancia de peso en las crias durante el periodo de lactancia. Grupo crias control (n=13)
y grupo crias sobrenutridas (n=18). Datos expresados como la Media * DE, NS indica sin diferencia significativa

8.2.2 Patrén de consumo de leche durante la lactancia en las crias

La ingesta de leche incrementd en una tasa diaria del 1.12 + 0.29 ml para las crias del grupo
control y a una tasa del 1.10 + 0.21 ml para las crias el grupo sobrenutrido hasta el dia postnatal
21, donde se registra el consumo maximo de leche materna para ambos grupos (crias control=1.23
ml y crias sobrenutridas=1.20 ml). Posteriormente, la ingesta de leche disminuye de manera
gradual hacia el final de la lactancia a una tasa del 0.95 £ 0.13 ml para el grupo control y de 0.95
10.10 ml para el grupo sobrenutrido. Se observé diferencia estadistica en la ingesta de leche en
funcién a la edad para ambos grupos. No se encontraron diferencias estadisticas en funcién al
grupo (Edad: F(29841)=13.25, p<0.0001; Grupo: F(1, 29-1.008, p=0.3237; Interaccion: F(o, 841)=1.122,
p=0.300) (Figura 6).
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Figura 6. Ingesta de leche materna durante la lactancia. Promedio + DE de la estimacién de la ingesta de

leche materna durante la lactancia. Crias de madres control (n=13) y crias de madres sobrenutridas (n=18).



8.2.3 Perfil metabdlico de las crias al destete

No se observé diferencias estadisticas en el perfil metabdlico entre grupos al destete (Figura 7).
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Figura 7. Perfil metabdlico de crias al destete. Promedio + DE de la concentracién en ayuno de
colesterol total (CHO), lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL),
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), triglicéridos (TG), acidos grasos libres (AGL) y glucosa (GLU).

Crias de madres control (n=13) y crias de madres sobrenutridas (n=18).



8.2.4 Peso de 6rganos y depdsitos de grasa de las crias al destete

No se observd diferencia estadistica en el porcentaje de peso de érganos y depdsitos de grasa

entre grupos al momento del destete (Figura 9).

Figura 8. Porcentaje corporal de 6rganos y depésitos de grasa de crias al destete. Promedio + DE de A)
organos y B) depdsitos de grasa medido en crias de madres control (n=13) y de madres sobrenutridas
(n=18). El peso en fresco de los érganos y depdsitos de grasa se normalizaron en relacion del peso del animal

al momento del sacrificio.



IX. DISCUSION

El conejo ha demostrado ser un buen modelo para el estudio de enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas debido a su parecido fisiolégico con los humanos [80 y 84].
Adicionalmente, el tipo de placentacion y la informacién detallada acerca del desarrollo del
embrién hacen que el conejo sea un modelo atractivo para el estudio del origen del desarrollo de
la salud y de las enfermedades [79, 81, y 89]. En este estudio se evalué el efecto de la
sobrenutricion materna inducida por una dieta desequilibrada sobre el crecimiento corporal y el

perfil metabdlico de la descendencia en etapas tempranas de la vida en un modelo de conejo.

Los modelos de sobrenutricidon materna inducida por dieta se han centrado en desarrollar
caracteristicas asociadas al sindrome metabdlico a través del consumo de diferentes tipos de
dietas, entre las que se encuentran: dieta alta en grasa o alta en hidratos de carbono, dieta alta en
grasas (colesterol) e hidratos de carbono (sacarosa) y dieta hiperlipidica e hipercolesterolémica
(adicidn de diferentes grasas como el aceite de soya y colesterol) [90 y 91]. En este estudio la dieta
elaborada se basod en la adicion de hidratos de carbono como la sacarosa y de lipidos como el
aceite de soya y el colesterol, lo que representa una novedad en la generacién del modelo de

estudio.

El consumo de cada tipo de dieta mencionada, origina signos y sintomas asociados al sindrome
metabdlico. Sin embargo, el efecto fisiopatoldgico en particular depende de la composicidon de
dieta [91 y 96]. El consumo de la dieta desequilibrada implementada en este estudio, impacté de
manera significativa el metabolismo lipidico de las hembras de conejo Europeo. En comparacién
con un estudio previo de sobrenutricidn materna inducida por una dieta hiperlipidica e
hipercolesterolémica realizado en conejos Nueva Zelanda [59], los niveles de colesterol materno

en conejo Europeo se elevaron hasta 10 veces lo reportado previamente.

El consumo de la dieta desequilibrada no generé obesidad en las hembras sobrenutridas.
Estudios sobre programacion metabdlica realizados en conejos reportan que el consumo
prolongado, durante la pubertad y durante la gestacion, de una dieta hiperlipidica e
hipercolesterolémica no afecta el peso corporal de las hembras. Sin embargo, el consumo de dicha
dieta induce el incremento de adiposidad medida in vivo [59, 97 y 98]. Adicionalmente, la
estabilidad del peso corporal se ha reportado en diversas investigaciones sobre programacién
metabdlica inducida por el consumo excesivo de calorias, en primates no humanos [65] y en ratas

Sprague Dawley [55] que consumieron 18 y 50% de calorias adicionales, o por el consumo de



dietas isocaldricas desequilibradas, en ratas Sprague Dawley [100] y Wistar [101] que consumieron
una dieta con exceso de grasa, asi como de aceite de maiz y coco respectivamente. Contrario a las
observaciones mencionadas, existen reportes de modelos murinos en los cuales el consumo de
una dieta alta en grasas genera obesidad definida por el incremento de peso corporal y adiposidad
en las madres durante periodos previos y durante la gestacién [60, 102 y 103]. Las variaciones en
los reportes sobre los efectos en el incremento de peso corporal asociado al consumo de dietas
altas en grasa o dietas desequilibradas, puede estar relacionado con el tiempo de exposicién asi
como a la composicidon de la dieta y a la susceptibilidad especifica del modelo animal a desarrollar
obesidad [35 y 90]. Adicionalmente, se ha reportado obesidad materna en modelos animales
genéticamente modificados, tales como ratones ob/ob (Lepob/Lepop), ratones diabéticos
(Lepdb/Lepdb), ratas Zucker, ratas diabéticas Zucker (ZDF), ratones Knockout POMC, ratones
knockout POMC/AgRP, entre otros [104]. En este caso, las modificaciones genéticas propician el

almacenamiento de grasa corporal y al desarrollo de diabetes.

Los reportes mencionados, asi como reportes adicionales en la literatura han mostrado que el
peso corporal estd regulado por un control homeostatico complejo, el cual involucra componentes
hormonales, asi como diferentes areas del hipotdlamo encargados de la regulacién del apetito
[105]. La Unica manera de mantener un nivel estable de peso corporal es equilibrar la ingesta
diaria de energia, en relacidon a los gastos energéticos diarios. Tradicionalmente, la ingesta de
alimento ha sido considerada como el factor clave que controla el proceso de regulacién del peso
corporal. Por lo tanto, si el peso se reduce, se eleva la ingesta de alimentos y viceversa [105]. Bajo
este contexto, se observd que el consumo de la ingesta calérica en las hembras sobrenutridas fue
similar a la ingesta caldrica del grupo control durante el crecimiento, lo que significa que las
conejas redujeron el consumo diario (g) de alimento hasta mantener un consumo calérico similar
al grupo control. Observaciones similares se han reportado en estudios sobre programacion
metabdlica en conejas alimentadas con una dieta alta en grasa y colesterol [55 y 97], asi como en

otros modelos animales tales como ratas [55 y 61] y ratones [66].

La gestacidon modificd pardmetros como la ingesta caldrica y el peso corporal en ambos grupos.
En el primer caso, la disminucién en la ingesta caldrica esta relacionado con la reduccién en los
requerimientos nutricionales durante esta etapa, en especial a partir de la tercera semana de
gestacion. En el caso del peso corporal, el aumento se relaciona con el crecimiento fetal que se da
a partir del dia 18 de gestacion [106]. En particular, las hembras del grupo sobrenutrido

disminuyen el consumo caldrico y en consecuencia de los macronutrientes ingeridos con respecto



al grupo control hacia el final de la gestacién. En los estudios realizados en conejos Japoneses
blancos y Nueva Zelanda sometidos a una dieta alta en grasas durante un periodo prolongado [85]
o durante la gestacidn [59], no se ha reportado disminucién en el consumo caldrico asociado al
tratamiento. Sin embargo, se ha reportado que el consumo de las dietas altas en grasa
incrementan los niveles de leptina, ocasionando un desajuste en la regulacién hormonal de Ia

ingesta de alimento, lo cual conduce a la disminucién en el consumo caldrico [107].

El consumo de la dieta desequilibrada originé dislipidemia en las hembras sobrenutridas, la
cual se caracterizd por alteraciones asociadas en la concentracién en ayuno de colesterol total,
lipoproteinas de baja y alta densidad durante el crecimiento. Los niveles de colesterol total y de
lipoproteinas de baja densidad observados en este estudio superan los reportados por estudios
previos en conejos Nueva Zelanda alimentados con una dieta alta en grasas [59 y 108]. Los altos
niveles de colesterol en este experimento se asocian a la adicién de sacarosa en la dieta
desequilibrada. Es bien conocido que el exceso hidratos de carbono que no son oxidados o
almacenados en forma de glucdgeno en el organismo son transformados a grasas por el higado y
el tejido adiposo a partir de un mecanismo bioquimico denominado lipogénesis de novo [109]; sin

embargo, la hipdtesis anterior necesitaria ser confirmada.

El perfil metabdlico dislipidémico, como principal modificacién metabdlica inducida por dieta
en modelos de sobrenutricion materna, ha sido reportado en diversos modelos animales
adicionales al conejo [59], tales como: ratas [55], cerdos [56] y primates no humanos [65]. La
alteracion de glucosa y 4cidos grasos libres en ayuno estdn menormente representados en
estudios experimentales [58 y 66]. En particular, estudios previos de sobrenutriciéon materna en
conejo, reportan estabilidad en los niveles de glucosa en ayuno a pesar del consumo prolongado
de una dieta alta en grasas [59]. En este estudio, los niveles de glucosa en ayuno del grupo
sobrenutrido difirieron del grupo control a las 18 semanas de edad. Sin embargo, no se reportaron
diferencias al momento del apareamiento y al momento del parto o durante la PTGiv. En la
literatura se ha reportado que la exposicion prolongada a dietas altas en grasas y altas en hidratos
de carbono, asi como la implementacion de tratamientos quimicos, producen cambios en la
concentracién de glucosa materna [80]. Sin embargo, la exposicién prolongada o el uso de
farmacos pueden generar acumulacidon de colesterol en otros drganos causando infertilidad o

incluso la muerte del individuo durante la fase de induccion [80 y 104].



La etapa de gestacién y el parto tienen un efecto sobre el perfil metabdlico de las hembras. De
manera similar, se ha reportado variaciones en el perfil lipidico en conejos Nueva Zelanda a través
de la gestacién [106 y 110]. Los niveles en suero de colesterol y de lipoproteinas de baja densidad
en las hembras del grupo sobrenutrido, asi como los niveles de lipoproteinas de alta densidad en
las hembras control disminuyeron en el posparto con respecto al crecimiento y al momento del
apareamiento. La reduccion en los niveles de metabolitos hacia el final de la gestacidn y durante el
parto se relaciona con la utilizacidon de los mismos para el mantenimiento de la gestacion [110] y
con el transporte materno hacia el feto a través de la placenta [68, 95 y 74]. Adicionalmente, el
incremento de los niveles de triglicéridos y lipoproteinas de muy baja densidad de las hembras

sobrenutridas en el posparto se puede asociar al consumo de la dieta desequilibrada.

El conejo ha sido utilizado como modelo de hipertension debido a su relativa facilidad de
induccion mediante el consumo de una dieta alta en grasa [108, 110, 111 y 112]. Sin embargo, en
este estudio no se registraron cambios en la presidn arterial de las hembras experimentales. La
presion arterial se midid a través de un método no invasivo mediante el uso de un
esfigmomandmetro y un Doppler fetal, este método mide de manera indirecta la presion arterial a
través de la evaluacidn de los sonidos producidos por el flujo sanguineo al ser liberado de la
oclusion previa por el manguito inflable. Los resultados obtenidos de la evaluacidon de presion
sanguinea en este estudio pudieran asociarse con el método empleado para su registro y no
necesariamente representan la condicidon fisiolégica de las hembras sobrenutridas.
Probablemente, el método idéneo para la evaluacién de la presidn arterial en modelos animales,
en especial en conejo, es el reportado en la literatura [59, 110, 111 y 112]. El método consiste en
medir de manera directa la presidon arterial, a través de un método invasivo mediante la
cateterizacidn cardiovascular o arterial de |la oreja del conejo bajo un procedimiento quirudrgico [59
y 112], sin embargo la implementacion de un método invasivo en un estudio a largo plazo puede

originar complicaciones que ponen en riesgo la salud de los sujetos experimentales [104].

En el posparto, se evalué el porcentaje corporal de drganos y depdsitos de grasa de las
hembras como indicador del estado fisiolégico materno. El incremento en el peso en drganos del
cuerpo y en los depdsitos de grasa puede asociarse a dafio fisiolégico producido por hipertrofia,
fibrosis, inflamacién, almacén de grasa en el tejido entre otras alteraciones originadas por el
consumo de diferentes tipos de dieta [113]. En el posparto, el peso del higado y corazén fue
mayor para el grupo sobrenutrido en comparacién al grupo control. En relacién a los depésitos de

grasa no se encontré diferencia entre grupos. Zeeni y col, en 2015 [114], evaluaron el efecto del



consumo de una dieta tipo cafeteria (alta en grasas e hidratos de carbono) y de una dieta alta en
grasa sobre las alteraciones bioquimicas, funcionales y estructurales en diversos érganos y tejidos
corporales de ratones macho BALB/c. Adicionalmente, se reporta sobrepeso corporal, definido por
el aumento en el tejido adiposo abdominal, incremento en el peso del higado debido a la
presencia de esteatosis y fibrosis hepatica y esteatosis en el miocardio de ratones alimentados con

la dieta tipo cafeteria [114].

El modelo animal de sobrenutricion materna originado en este estudio presentd signos
asociados al sindrome metabdlico como alteraciones en el perfil de colesterol total, lipoproteinas
de baja y alta densidad, triglicéridos y glucosa. Se ha documentado el efecto en la salud de la
descendencia relacionado con el estado metabdlico materno antes y durante la gestacion [55, 58 y
66]. Asi mismo, se ha documentado que el consumo de la dieta alta en grasa durante la gestacion
genera por si sola alteraciones metabdlicas en las crias a largo plazo, sin generar alteraciones
metabdlicas de manera inmediata en las madres [56, 61, 65 y 115], debido al transporte de
nutrientes via placentaria o por la alteracién de la funcidn de la placenta durante la gestacién [88 y
116]. En ambos casos la descendencia presenta alteraciones metabdlicas, cognitivas, conductuales

entre otros, en la vida postnatal [55, 66 y 69].

La literatura sugiere que existen diversos “momentos” del desarrollo (gestacién y lactancia), en
los cuales la obesidad materna y/o la malnutricion materna pueden resultar en la programacion
metabdlica de la descendencia [117], por lo cual, el uso de nodrizas durante el periodo de
lactancia permitié determinar la importancia del consumo de la dieta desequilibrada y del estado

metabdlico materno durante la gestacién sobre la programacion metabdlica de la descendencia.

El estado metabdlico materno y la exposicion in utero a una dieta desequilibrada durante la
gestacion no afectaron el peso corporal al nacimiento y durante la lactancia de las crias
sobrenutridas. La ganancia de peso corporal en funcién al incremento de edad en las crias de
ambos grupos, corresponde a lo reportado anteriormente en conejo Europeo [121 y revisado en
122]. En contraparte, la literatura ha reportado que la hipercolesterolemia, asi como la
desnutricién materna induce al retraso en el crecimiento intrauterino (RCIU) en la descendencia. El
RCIU se ha reportado principalmente en modelos de desnutricion materna, en donde el
mecanismo desencadenante se relaciona con la insuficiencia de nutrientes trasmitidos de la madre
al feto [118]. En modelos de sobrenutricion materna el RCIU se asocia al incremento en la

concentracién de lipidos en la placenta que a su vez genera disfuncién placentaria [119 y 120].



La exposicion in utero a la dieta desequilibrada y al estado metabdlico materno no modificé la
ingesta de leche durante la lactancia. Sin embargo, en la literatura se ha reportado que las crias de
madres con hipercolesterolemia presentan un incremento en la ingesta de leche materna, que se
acompafia con un crecimiento acelerado durante la lactancia [59 y 61]. La variacién observada en
la ingesta de leche con respecto al incremento en la edad de las crias de ambos grupos ha sido
reportada anteriormente [123]. El consumo de leche materna disminuye de manera gradual
después del dia posnatal 21 debido a que comienza el periodo de destete (20-40 dias de edad) en
los conejos. El destete se caracteriza por el consumo de pequeias cantidades de alimento sdlido

por parte de las crias y por una disminucién gradual en la produccién de leche materna [123].

Adicionalmente, el perfil metabdlico, asi como el peso de los érganos y los depdsitos de grasa
en la descendencia al destete fueron similares entre las crias de ambos grupos. Observaciones
similares se han reportado en las crias de ratas Sprague Dawley expuestas durante el desarrollo

embrionario a una dieta alta en grasas [55 y 124].

En particular, se ha puesto interés especial en evaluar los efectos de la malnutricién materna
durante diferentes periodos criticos del desarrollo. Sun y col, en 2012 [124] y posteriormente
Desai y col, en 2014 [55], evaluaron el efecto del consumo de una dieta alta en grasas durante la
gestacion, durante la lactancia o en ambos periodos en la descendencia de ratas Sprague Dawley.
Las crias que fueron expuestas durante la gestacion a la dieta alta en grasas presentaron
alteraciones en el perfil lipidico y glucémico durante la edad adulta (12 y 24 semanas de edad
respectivamente), mientras que las crias que fueron expuestas durante la lactancia, asi como las
crias que fueron expuestas durante la gestacidn y lactancia, presentaron alteraciones en el perfil
lipidico y en el peso corporal desde el destete hasta la edad adulta. Por lo tanto, se ha postulado
que el tiempo de exposicion a un ambiente nutricional inadecuado es de importancia para
determinar el fenotipo de la descendencia [55, 117 y 124]. Asi mismo se ha planteado que la
exposicion a la malnutricién materna durante la lactancia puede producir alteraciones metabdlicas
en las crias a corto plazo [55 y 124]. Los efectos de la programacién metabdlica sobre la salud de la
descendencia han sido reportados principalmente en edades juveniles y durante la edad adulta
[20], por lo que la ausencia de manifestaciones patoldgicas en la descendencia durante la lactancia
y en el destete no sugiere la falta de programacién metabdlica durante el desarrollo embrionario.
La valoracién de signos y sintomas asociados al sindrome metabdélico durante la edad adulta en la
descendencia de las hembras sobrenutridas podrian confirmar la programacién metabdlica

ocurrida durante el desarrollo.



X.

CONCLUSIONES

El consumo de la dieta desequilibrada originé dislipidemia en las hembras sobrenutridas.
La dislipidemia se caracterizd por el incremento de colesterol total, lipoproteinas de baja
densidad asi como el decremento de lipoproteinas de alta densidad. Lo anterior se asocia
a la desregulacién del metabolismo lipidico a consecuencia de la adicién de colesterol y

aceite de soya a la dieta de conejo.

El consumo de la dieta desequilibrada incrementé el peso de érganos como el higado y el
corazdén en las hembras sobrenutridas. Lo anterior pudiera deberse a la acumulacion de

grasa en dichos tejidos.

El consumo de la dieta desequilibrada no modificé la ingesta caldrica semanal de las
hembras sobrenutridas durante el crecimiento. Lo cual sugiere que las hembras modulan
el consumo de alimento en funcién a los requerimientos diarios, sin verse afectado por la

composicion de la dieta.

El consumo prolongado de la dieta desequilibrada no modificé el peso corporal asi como la

presion arterial de las hembras sobrenutridas.

El porcentaje corporal de los depdsitos de grasa evaluados posterior al parto no se vieron
afectados por el consumo de la dieta desequilibrada. Lo cual posiblemente este asociado a
gue durante la gestacion existe una movilizacién de energia para cubrir los requerimientos

de las crias y de las madres.

El crecimiento corporal y la ingesta de leche durante la lactancia, asi como el perfil
metabdlico, el peso de los drganos y depdsitos de grasa al destete no fueron afectados en
las crias de madres con hiperlipidemia. Lo anterior indica que los efectos asociados al
estado metabdlico materno no son observables en las crias durante edades tempranas. Sin
embargo, estos resultados no descartan que los signos y sintomas asociados al sindrome

metabdlico sean observados en las crias de madres sobrenutridas durante la edad adulta.
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