UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

EVALUACION DEL TEJIDO ADIPOSO EN RATA DE
LOS DESCENDIENTES DE MADRES OBESAS
INTERVENIDAS CON METFORMINA ANTES Y
DURANTE LA GESTACION.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA DE ALIMENTOS

PRESENTA

GABRIELA LIRA LEON

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX 2017



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: M. EN C. LuciA CORNEJO BARRERA
VOCAL: DRA. ELENA ZAMBRANO GONZALEZ
SECRETARIO: DR. JOSE PEDRAZA CHAVERRI

ler SUPLENTE: DRA. ILIANA ELVIRA GONZALEZ HERNANDEZ
2do SUPLENTE: DR. IGNACIO GONZALEZ SANCHEZ

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:
INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN (INNSZ)

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION DR. CARLOS GUAL CASTRO

ASESOR DEL TEMA:

DRA. ELENA ZAMBRANO GONZALEZ

SUPERVISOR TECNICO:

M. EN C. CARLOS ALBERTO IBANEZ CHAVEZ

SUSTENTANTE:

GABRIELA LIRA LEON




AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Autbnoma de México por la formacion humana y

académica brindada.

Al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, en
especial al Departamento de Biologia de la Reproduccién - Dr. Carlos Gual Castro

por haberme permitido realizar el presente trabajo de investigacion.

A la Dra. Elena Zambrano Gonzalez por el apoyo brindado y a los miembros de su
equipo de trabajo, en especial a: M. en C. Carlos Alberto Ibafiez Chavez, Dra.
Consuelo Lomas Soria, QFB. Alejandra Hernandez Rojas, Dra. Claudia J. Bautista
Carbaijal, Dr. Luis A. Reyes Castro, Dra. Guadalupe L. Rodriguez Gonzalez, Nut.
Emma M. Centurion Murillo, Dra. Diana Catalina Castro Rodriguez y Dra. Nelly

Rodriguez Pefia.

Al Dr. Fernando Larrea Gallo, Jefe del Departamento de Biologia de la

Reproduccion del INCMNSZ, por el apoyo y todas las facilidades otorgadas.

A los integrantes del H. Jurado por su valiosa revision y evaluacion de esta tesis.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca como Ayudante de

Investigador otorgada para la realizacion de este trabajo de tesis.

Al Newton Fund RCUK-CONACYyYT (Research Councils UK- Consejo Nacional de

Ciencia y Tecnologia) por el financiamiento otorgado.



INDICE

Contenido Pagina
RESUMEBN .. e e e et e e e e e e e e eeaa s I
I 0 Yo [ [ o7 T T o 1
e T oY= o = o I 1
1.2. Obesidad MaterNa ..........coeviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5
1.3. Programacion del desarrollO.............coueevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeee 7
1.4. Factores fisiolégicos de programacion por obesidad materna............... 8
1.5. Intervenciones Maternas ............ccoooee i 9
1.6. Intervencion con metformina ... 11

2. JUSHFICACION ... e eaanes 14
3. Planteamiento del problema.............oouuiiiiiiiiiiieeic e 15
L S 11 010 (=] S 16
5. ODJELIVOS... ..o 17
5.1.0Djetivo geNeral ...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 17
5.2.0Dbjetivos partiCulares ...............uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiia 17
Diseo experimental............oi oo 19
/1 (T o PP 21
7.1. Animales experimentales.............cooiiiiiiiiiiiiiiiii e 21

7.2. Dietas administradas ..........ccooeeiiiiiiiiie e 21

7.3. Medicién de peso corporal y determinacion de ingesta ................. 23

7.4. Intervencién con metformina de las hembras Fo ... 24

7.5. Apareamiento y determinacién de la prefiez de las hembras Fo......24

7.6. Obtencidn del suero de las ratas experimentales Foy F1.................. 25

7.7. Extraccion de tejido adipOS0 .......uuuuiiieiiiiiiiiiiiee e 26

7.8. Histologia del tejido adiposo de las crias macho F1(110d) .......... 27

7.9. QUIMICa SANQUINEA .......cceii i 28
7.10. Determinacion de hOrmonas..........ccccvveeeiiiiiiiiiiiie e 31

7.11. MEtodos eStadiStiCOS . cuinieiei e 33



8. RESUIATOS. ... e e et 37

Madres experimentales Fo...........oeeeeeeeeeoeeeeeee 37

8.1. Crecimiento materno Fo ... 37

8.2. Parametros obtenidos durante la gestacion y lactancia................. 38

8.3. Parametros obtenidos al dia 21 de lactancia............ccccccvueinn. 39
Gl S Pl 41

8.4. Parametros obtenidos a partir de la lactancia (21 d) hasta 110 d.. 41

8.5. Parametrosalos110diasdeedad........cccccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinee, 42

8.6. Parametros de adiposidad alos 110 d........ccooeviiiiiiiiiiiiiiiieeees 46

Lo TR D 1Yo U 1= o o PSPPSR 50
T0.CONCIUSION ... e e e e e e e e e e e e eeeeennnnnes 64
g T = =T =Y L= T 65
ANEXOS ...ttt a e e e e e e e r e e e e e e e e e ——rraraaaaaeaaaas 72

TRABAJOS RELACIONADOS ......cooiiiiiii ettt 83



Lista de Tablas, Figuras y Ecuaciones

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad segun la OMS ............ccccceiiiiiiiiiciie 1
Tabla 2. Composicion nutrimental de las dietas..........cccocoovvviiiiiciiiiee, 22
Tabla 3. Formulacion de la dieta altaen grasa..........cccceevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceeee, 22

Tabla 4. Localizacion del tejido adiposo extraido en las crias macho de 110 d.... 26

Tabla 5. Peso corporal de las crias macho F1alos 0,21y 110d........ccoeeiinnnnnnnn. 41
Figura 1. Tejido adiposo de rata...........oooiveiiiiiiiiiiic e 4
Figura 2. Esquema general del disefio experimental..................ccccoiiiiiiiiiiieneennnn, 20

Figura 3. Ejemplo de la observacion de un frotis vaginal positivo

para el apareamMiENTO .........oooiiiiiiiii e eaaees 25
Figura 4. Reacciones quimicas empleadas en la cuantificacion

dE GIUCOSA BN SUEBKO ..ot e e e e et e e e e e e e e 28
Figura 5. Reacciones quimicas empleadas en la cuantificacion

de COIESIErOl €N SUEIO ... 29

Figura 6. Reacciones quimicas empleadas en la cuantificacion

de trigliCEridOS €N SUEBKO .....cocveiiecee e e e s 30
Figura 7. Esquema del principio del RIA ... ... 31
Figura 8. Tamano del adipocito de las crias macho F1alos 110d...................... 35
Figura 9. Ganancia de peso corporal materno (Fo) antes del apareamiento......... 37

Figura 10. Ganancia de peso corporal materno durante las etapas de gestacion y
= o = (o - TSP 38
Figura 11. Metabolismo de hidratos de carbono de las madres Fo a los 21 dias

de [actanCia ~(165d)......cceiiiiiiiiie e 39
Figura 12. Adiposidad de las madres Fo a los 21 dias de lactancia (~165 d)....... 40
Figura 13. Metabolismo de hidratos de carbono de las

CriasS MACNO F1 @ 108 110 A arnenieiee e e et r e 42



Figura 14. Peso corporal e ingesta de las crias macho F1alos 110d................. 43
Figura 15. Adiposidad de las crias macho F1alos 110 d........cccccccumiiiiiiiiinnnnnnnns 44
Figura 16. Perfil lipidico de las crias macho F1alos 110 d..........cccccciiiiiiinnnnnns 45
Figura 17. Micrografias de tejido adiposo retroperitoneal de las

crias Macho F1 @108 110 d..euueeii e 46

Figura 18. Area del adipocito medida en las micrografias de las

Crias MAacChO F1@ 110 d oo e e 47
Figura 19. Distribucion del tamafio del adipocito de las

crias Macho F1.deT10 d ..o 48
Figura 20. Tamafo del adipocito en el percentil 95 de las

(o= Eo 3 ¢ =T To TN = T o SO 49
Ecuacion 1. indice de Masa COorporal .............ccueeeeeoeieeeeeeeeeeeee e 1
Ecuacion 2. Ingesta de alimento promedio (por dia).........ccccoeeviiiviiiiiiiiiiieeeeeeenn, 23
Ecuacion 3. Ingestarelativa ... 23
Ecuacion 4. Determinacion del indice de adiposidad............c.ccoceevevieeveevienne. 26
Ecuacion 5. indice de resistencia a 1a inSUNG .............coveovieeeieieeeeee e, 33
Ecuacion 6. Ancho de categoria ...........oooovviiiiiii i 34
Ecuacion 7. Funcion de densidad de probabilidad gamma............ccccccoeeeeeinin, 36
Ecuacion 8. Estimador del parametro de forma ............cccoooiiiiiiiiiiiieeeeeee, 36
Ecuacion 9. Estimador del parametro de escala inverso ............ccccceeeeevvvieeeeennnn. 36

Ecuacion 10. FUNCION ammMa...........oooiiiiiiiiice e e e eeeaees 36



Abreviaturas

um? micrémetros cuadrados
°C grados Celsius
ML microlitros
4-AAP 4-aminoatirpirina
Ac Anticuerpo
ADP Adenosin difosfato
Ag Antigeno
AG Acidos grasos
AMP Adenosin monofosfato (por sus siglas en inglés)
AMPK Proteincinasa activada por AMP (por sus siglas en inglés)
ANOVA | Analisis de varianza (por sus siglas en inglés)
ARC Nucleo arcuato (por sus siglas en inglés)
ATP Adenosin trifosfato (por sus siglas en inglés)
C Grupo control
CE Colesterol esterasa
CEx Grupo control intervenido con ejercicio
CINVA Comité de Investigacion en Animales
CMet Grupo control intervenido con metformina
co Colesterol oxidasa
Cres Grupo control intervenido con resveratrol
d dias de edad
DCyTA Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
DG Diabetes gestacional
DHBS Acido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzeno sulfénico
DIEB Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio
DINT Grupo con intervencién nutricional (por sus siglas en inglés)
dL decilitros
DOH Origenes en el Desarrollo de la Salud y la Enfermedad (por
aD . L
sus siglas en inglés)
DPV Diagrama de Poisson-Voronoi
EE Error estandar de la media
ENSANUT | Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
Fo Generacion parental (madres experimentales)
F1 Primera generacion filial (crias experimentales)
FDA Food and Drug Administration (por sus siglas en inglés)
FDP Funcion de densidad de probabilidad
g gramos
G6PDH Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
GK Glicerol cinasa
GPO Glicerofosfato oxidasa
GPx Glutation peroxidasa
HE Hematoxilina-Eosina




HK

Hexocinasa

HOMA Modelo de analisis homeostatico (por sus siglas en inglés)
HPO Peroxidasa de rdbano
1A indice de adiposidad
IMC Indice de masa corporal
INNCMSZ Insti.tu’to Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran
IRI indice de resistencia a la insulina
kcal kilocaloria
kg kilogramo
L litro
M molar
MDA Malondialdehido
Met Metformina
mg miligramos
mL mililitros
mM micromolar
NAD* Dinucledtido de nicotinamida y adenina oxidado (por sus siglas
en inglés)
NADH Dinucledtido de nicotinamida y adenina reducido (por sus
siglas en inglés)
ng nanogramos
nm nanometros
OM Grupo con obesidad materna
OMEXx Grupo con obesidad materna intervenido con ejercicio
OMMet Grupo con obesidad materna intervenido con metformina
OMres Grupo con obesidad materna intervenido con resveratrol
OMS Organizacion Mundial de la Salud
p.c. peso corporal
PB Amortiguador salino de fosfato (por sus siglas en inglés)
RI Resistencia a la insulina
RIA Radioinmunoanalisis
ROS Especies reactivas de oxigeno (por sus siglas en inglés)
SM Sindrome metabdlico
SOD Superoxido dismutasa
TA Tejido adiposo
TAR Tejido adiposo retroperitoneal
TG Triglicéridos
Thr Treonina
U unidad de actividad enzimatica
UCP Proteinas desacoplantes (por sus siglas en inglés)
VLDL Lipoproteinas de muy baja densidad (por sus siglas en inglés)




RESUMEN

La obesidad representa un proceso patolégico dado por factores genéticos vy
ambientales, que afectan a mujeres en edad reproductiva. Esto implica problemas
potenciales en la descendencia de estas mujeres, ya que las alteraciones nutricionales
de un individuo durante periodos criticos del desarrollo como la gestacién y la lactancia
pueden modificar su fisiologia y metabolismo de manera permanente, de acuerdo a la
hipotesis de la programacion del desarrollo.

A través de modelos experimentales se ha observado que las crias de madres obesas
acumulan mayor cantidad de tejido adiposo respecto a las crias control, presentando
alteraciones metabdlicas y fisiolégicas asociadas a la obesidad. Sin embargo, los
factores maternos que contribuyen a la programacion aun no estan claros, por ello se
pretende explorar una intervencion que regule el metabolismo de la glucosa con el
empleo de metformina (un agente antihiperglucemiante), cuya administracién materna
antes y durante la gestacién podria ayudar a las crias de madres obesas a no acumular
de manera excesiva el tejido adiposo y disminuir alteraciones metabdlicas.

Como madres experimentales se usaron ratas hembras (Fo) recién destetadas de 21
dias de edad (d), asignadas a 4 grupos experimentales, que fueron apareadas a los
120 d con machos no experimentales. El grupo Control (C) se alimentdé con dieta control
(4 kcal/g) y el grupo de Obesidad Materna (OM) se aliment6 con dieta alta en grasa (5
kcal/g) y la mitad de cada grupo se intervino con una dosis de 300 mg de
metformina/dia/kg de peso corporal a partir de los 90 d y hasta el final de la gestacion,
dando lugar a los grupos Control intervenido con metformina (CMet) y el grupo de
Obesidad Materna intervenido con metformina (OMMet). Las crias (F1) se asignaron al
mismo grupo experimental de la madre; al destete (21 d) fueron alimentadas con dieta
control hasta los 110 d, momento en el que fueron sacrificadas, obteniéndose tejido
adiposo (TA) y suero. Se midié el contenido de grasa corporal, la concentracién de
triglicéridos (TG), colesterol y leptina, como a su vez glucosa e insulina. Posteriormente,
se realizaron cortes histolégicos del tejido adiposo retroperitoneal (TAR) para evaluar
el tamano del adipocito a través de un analisis estadistico de la dispersion del tamario.

La dieta alta en grasa produjo mayor ganancia de peso corporal en las madres Fg sin
cambio en los grupos intervenidos con metformina (Met). Sin embargo, al final de la
lactancia, se observaron en las Fo cambios benéficos en la concentracion de TG y de
glucosa. Por otro lado, entre las F1 macho experimentales de 110 d, no se observaron
cambios significativos en el peso corporal. No obstante, las crias macho OM tuvieron
mayor indice de adiposidad (IA), en la mediana del tamafo del adipocito, las
concentraciones de leptina y TG en suero, asi como el indice de resistencia a la insulina
(IRI) comparados con los pardametros de crias macho C. Sin embargo, la intervencion
materna con Met produjo tanto en los marcadores del metabolismo de lipidos como de
glucosa, en donde el grupo OMMet no presentd diferencia significativa respecto al grupo
OM ni al grupo C. Asimismo, se observé que el tamafo de los adipocitos en el grupo
OMMet, en el percentil 95, se redujo respecto al grupo OM. En este mismo parametro,
el grupo CMet denotd diferencia significativa con respecto al grupo C. En conclusion, el
uso de la Met en la madre obesa, previamente y durante el embarazo, es capaz de
contrarrestar, en parte, algunos de los efectos adversos en el metabolismo de lipidos y
glucosa en su descendencia macho.



1. INTRODUCCION

1.1. Obesidad

1.1.1. Definicion y clasificacion

La obesidad es una enfermedad crénica degenerativa multifactorial, la cual se caracteriza
por la acumulacién y aumento del tejido adiposo corporal debido a la alta ingesta
energética que se almacena en forma de grasa provocando una ganancia de peso
(Gardner 2003, Sengier 2005, Weinsier et al 1998). Esto se modula por la interaccion

entre factores fisioldgicos, genéticos, epigenéticos, sociales y ambientales.

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso y la obesidad se
definen como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial
para la salud. Una forma simple de medir la obesidad es el indice de masa corporal

(IMC), que se expresa como:

Peso corporal (kg)
IMC =
¢ Talla? (m?)

Ecuacion 1

Dicho parametro se utiliza para la clasificacion de la obesidad (Tabla 1), el cual se emplea
frecuentemente para identificar el sobrepeso y la obesidad en adultos, tanto a nivel
individual como poblacional. La OMS define el sobrepeso como un IMC igual o superior

a 25, y la obesidad como un IMC igual o superior a 30.

Tabla 1. Clasificacion de la obesidad segun la OMS

Riesgo asociado a la

Clasificacion IMC (kg/m?)
salud
Normopeso 18.5-249 Promedio
Exceso de peso 225
Sobrepeso 25-29.9 Aumentado
Obesidad grado | o moderada 30-34.9 Aumento moderado
Obesidad grado Il o severa 35-39,9 Aumento severo

Obesidad grado Ill o mérbida =40 Aumento muy severo




Aparte del IMC como parametro de clasificacion de la obesidad, encontramos otros tipos:

clasificacion morfométrica, clasificacion histoldgica y clasificacion etiologica.
El primer tipo se refiere a la forma del cuerpo del sujeto, entre las que se encuentran:

Obesidad androide o central o abdominal (en forma de manzana): el exceso de
grasa se localiza preferentemente en la cara, el torax y el abdomen. Se asocia a un
mayor riesgo de dislipemia, diabetes, enfermedad cardiovascular y la mortalidad en

general.

Obesidad ginoide o periférica (en forma de pera): la grasa se acumula
basicamente en la cadera y en los muslos. Este tipo de distribucion se relaciona
principalmente con problemas de retorno venoso en las extremidades inferiores (varices)

y con artrosis de rodilla (genoartrosis).

Obesidad de distribucion homogénea: es aquella en la que el exceso de grasa

no predomina en ninguna zona del cuerpo.

Para saber el tipo de obesidad se tiene que dividir el perimetro de la cintura entre el
perimetro de la cadera. En la mujer, cuando es superior a 0.9 y en el varén cuando es

superior a 1, se considera obesidad de tipo androide (Salas-Salvadé et al 2007).

En el segundo tipo de clasificaciéon se hace énfasis en la célula del tejido graso: el
adipocito, en el que su tamafo y volumen pueden variar y comprende los siguientes

puntos:

Obesidad hiperplasica: el aumento de la grasa corporal se debe al aumento de

la poblacion de adipocitos conservando su tamainio.

Obesidad hipertréfica: el aumento del volumen de la grasa corporal es a
expensas del aumento del tamafo de los adipocitos, en los que se almacenan TG
(Hernandez 2010).



El tercer tipo de clasificacion es el etiolégico en el que existen:

Obesidad primaria, esencial o idiopatica: es la forma mas frecuente (95%) y
realmente no suele ser tan idiopatica, puesto que aunque puede haber una
predisposicidon genética, casi siempre esta presente por un desbalance entre la cantidad

de calorias ingeridas con la alimentacion y el gasto energético.

Obesidad secundaria: solo afecta a menos del 5% de la poblacion obesa, las
causas pueden ser variables, ya sea de origen endocrino, genético y por farmacos
(Hernandez 2010).

El sobrepeso y la obesidad son factores de riesgo para numerosas enfermedades
cronicas, entre las que se incluyen la diabetes, las enfermedades cardiovasculares y el
cancer. Una caracteristica clave es la obesidad abdominal, la cual constituye el principal

componente del sindrome metabdlico (SM).

1.1.2. Tejido adiposo

Por otro lado, el TA es un tejido conectivo laxo, cuya células denominadas adipocitos
estan especializadas en el almacenamiento de TG. Estas células adiposas presentan un
componente estromatico/vascular en el que residen los preadipocitos. Los adipocitos,
con un diametro minimo de 30 a 40 um que pueden llegar a medir hasta un maximo de
150 a 160 um o mas (Cinti 2007), son células esféricas que contienen una vacuola
lipidica que representa el 95% del peso celular y que desplaza al resto de los organelos

hacia la periferia.

ElI TA se encuentra distribuido en distintas localizaciones en el organismo humano. Estos
depdsitos se encuentran principalmente a escala dérmica, subcutanea, mediastinica,
mesentérica, perigonadal, perirrenal y retroperitoneal. De acuerdo a las diferencias en
su morfologia, distribucion, expresion génica y funcién, se distinguen dos tipos de TA, y

por lo tanto, dos tipos de adipocitos diferentes que los forman:

El tejido adiposo blanco es el mas abundante del organismo humano adulto y por lo
tanto, el de mayor reservorio energético en forma de TG, provenientes de los

quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) circulantes de la
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alimentacioén y liberados de acidos grasos (AG) durante el ayuno para proporcionar
combustible a otros tejidos. Este TA blanco es un érgano productor de sustancias con

accién endocrina, paracrina y autdcrina (Figura 1).

Eltejido adiposo marrén (pardo) es el encargado de la termogénesis, su color se debe
por la gran cantidad de mitocondrias que posee, las cuales expresan altas cantidades de
proteinas desacoplantes (UCP, por sus siglas en inglés) que producen un
desacoplamiento de fosforilacién oxidante, lo que produce disipacién de energia en

forma de calor.

Figura 1. Tejido adiposo de rata. A. Subcutaneo, en la parte superior se presenta una fotografia de
muestra de este tejido, donde se observa su morfologia macroscopica. En la parte inferior, se presenta
una microfotografia tefiida con HE observada a 10X B. Visceral, en la parte superior se presenta una
fotografia de muestra de este tejido, donde se observa su morfologia macroscépica. En la parte inferior,
se observa una microfotografia tefiida con HE observada a 10X (Berry et al 2013).

En el aumento de la cantidad de TA se hallan implicado dos procesos; por un lado esta
el aumento de tamafo de los adipocitos (hipertrofia) y por otro, el incremento en el
numero de adipocitos (hiperplasia), este ultimo se realiza a partir de los preadipocitos
mesenquimaticos, lo cual supone un conjunto de pasos de diferenciacion en el que
participa una cascada de factores de trascripcion especificos. El TA visceral, en particular
el de la region retroperitoneal en la rata, se ha descrito que puede aumentar su volumen
tanto por hipertrofia como por hiperplasia en proporciones similares, por lo que resulta

un tejido adecuado para estudiar ambos procesos (DiGirolamo et al 1998).



1.1.3. Sindrome metabdlico

Otro factor altamente asociado a la obesidad es el SM, el cual es un conjunto de factores
de origen metabdlico que ocurren al mismo tiempo. Para considerar que existe el SM se
deben presentar, al menos, tres de los siguientes factores: obesidad abdominal,
dislipemia, hipertensién arterial y elevada, intolerancia a la glucosa o resistencia a la

insulina (Fernandez-Berges et al 2011).
1.1.4. Factores epidemiolégicos (Obesidad en mujeres en edad reproductiva)

En México, la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad en mujeres en edad
reproductiva es del 73.0% (ENSANUT 2012, Nathanielsz et al 2013), lo cual representa
un riesgo potencial para sus descendientes a padecer obesidad y sobrepeso. Los
estudios con animales experimentales demuestran que los descendientes de madres
obesas, aun alimentados con dieta control, acumulan mayor grasa corporal en la edad
adulta (Shankar et al 2008, Zambrano et al 2010, Zambrano & Nathanielsz 2013).

En numerosos estudios se ha demostrado que patologias obstétricas y complicaciones
del parto como diabetes gestacional (DG), hipertension arterial y preeclampsia,
infecciones, hemorragia posparto, macrosomia fetal, distocia de hombro, muerte fetal-
neonatal, aumento en la tasa de cesareas y complicaciones de la anestesia, estan
fuertemente vinculados tanto al exceso de peso materno antes del embarazo como a su

incremento desmedido durante el mismo (Grandi et al 2012).

1.2. Obesidad materna

La prevalencia de la obesidad en mujeres de edad reproductiva, ha incrementado en
paises desarrollados y en vias de desarrollo alrededor del mundo. Estudios en humanos
y animales experimentales sefalan que la obesidad materna impacta negativamente en
la salud de la madre y en el fenotipo de la cria, predisponiéndolos a desarrollar
enfermedades cronicas a largo plazo como obesidad, dislipidemia, diabetes mellitus tipo
Il e hipertension (Leddy et al 2008, Yogev 2009, Yu et al 2006).



1.2.1. Obesidad en la gestacion y la lactancia

Particularmente, en la dieta de las embarazadas se notan alteraciones con déficit de
micronutrientes y exceso de macronutrientes (ricos en grasas saturadas) que se traducen

en obesidad y otras patologias asociadas (Grandi et al 2012).

La obesidad durante el embarazo representa un problema no sélo por el efecto adverso
inmediato sobre la salud materna y el parto, sino también por la creciente evidencia de
efectos deletéreos sobre el feto en desarrollo y alejados en la muerte fetal, con riesgos
entre 1.47 y 2.07 veces mas en mujeres con sobrepeso y obesidad, respectivamente,
(Chu et al 2007b) hasta una mayor prevalencia de defectos congénitos asociados a
obesidad materna y de patologias tardias en los hijos, como las ya mencionadas

anteriormente.
1.2.1.1. Diabetes gestacional

La OMS identifica a la DG, como una hiperglicemia (aumento de glucosa en sangre) que
se detecta por primera vez durante el embarazo (OMS 2012). Este padecimiento no es
causado por la carencia de insulina, sino a la diversa produccién hormonal, de origen
placentario, que se opone al efecto de la insulina desarrollando una condicion
denominada resistencia a la insulina, presentandose, generalmente, a partir de las 20

semanas de gestacion (American Diabetes Association 2003).

La DG alcanza valores que, pese a ser superiores a los normales, son inferiores a los
establecidos para diagnosticar una diabetes. Las mujeres con DG corren mayor riesgo
de sufrir complicaciones durante la gestacion y el parto, ya que el efecto hormonal
aunado al incremento normal de peso las predisponen a padecer diabetes tipo Il posterior
al embarazo (Chu et al 2007a).

1.2.1.2. Resistencia a la insulina

La insulina es una hormona polipeptidica secretada especificamente por las células
pancreaticas (Lehninger et al 2008), la cual ayuda a la regulacion de la glucosa en sangre
que proviene de los alimentos con el fin de transformarla en energia. Sin embargo,
cuando existe una concentracidn de glucosa sanguinea superior a la necesaria, este
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exceso es captado por las células y se transforma en los compuestos de

almacenamiento, glucégeno y TG.

Pese a que se conoce muy poco de los mecanismos moleculares y celulares qué causan
la resistencia a la insulina (RI), este padecimiento metabdlico se describe como la
disminucién de la eficacia de insulina en la reduccién de la concentracion de glucosa en
sangre (Megyesi et al 1967), es decir, las células se vuelven literalmente resistentes al

efecto de la insulina en ellas.

La obesidad es un factor de riesgo asociado que puede conducir a la RI, siendo ésta la

precursora de la diabetes mellitus tipo Il (Grandi et al 2012).
1.2.1.3. Resistencia a la leptina

Otro factor asociado a la obesidad, es el incremento de la concentracion de leptina
circulante libre, el cual se correlaciona con el IMC y la grasa corporal (Hamed et al 2011,
Hardie et al 1997). En esta situacion, los efectos paradojicos del aumento de la
concentracion de leptina se explican en parte por una pérdida de la capacidad de
sefalizacion de los centros reguladores de la saciedad dando como resultado la

resistencia a la leptina (Tessier et al 2013).

1.3. Programacion del desarrollo
1.3.1. Definicion

La Programacion del desarrollo se define como la respuesta de los organismos
mamiferos a un estimulo especifico durante un periodo critico del desarrollo que altera
el trayecto del mismo con efectos en la salud que persisten a lo largo de la vida. También
se le conoce como Origenes en el Desarrollo de la Salud y la Enfermedad (DOHaD, por

sus siglas en inglés) (Nathanielsz et al 2013).

El estimulo puede originarse por medios enddgenos (sefializacién hormonal) o exdgenos
(medio ambiente). La nutricion es un factor importante de la programacion ambiental, ya

que ésta puede inducir efectos permanentes en el metabolismo, crecimiento,



neurodesarrollo y procesos patolégicos (hipertension, diabetes, ateroesclerosis u

obesidad) durante la vida fetal e infancia temprana (Martinez 2008).

Por esta razon, los estudios en animales son una herramienta importante y necesaria
para tener un mayor control sobre los factores ambientales que se desean evaluar en
una determinada poblacion siendo, en comparacion con los estudios epidemiolégicos,

menos complejos de realizar.
1.3.2. Programacion del desarrollo por obesidad materna

La nutricibn materna durante la gestacion y la lactancia es uno de los factores
determinantes en el desarrollo futuro de la progenie. En efecto, se ha demostrado, a
través de modelos experimentales en animales, que la alimentacion alta en grasa y en
particular durante el embarazo produce hiperinsulinemia materna, de la cual se ha
sugerido que funcione como un estimulo programador, ya que ésta se puede asociar con

la ganancia de peso de la descendencia en la vida adulta (Garcia et al 2010).

Sin embargo, se ha descrito en experimentos con ratas Sprawn-Dowley que la
descendencia de madres experimentales obesas, aun antes de alcanzar la adultez,
presenta resistencia a la insulina, ademas de alteraciones en la sefializacion de la
saciedad en el hipotalamo y una elevada expresion de mRNA para la leptina en el tejido
adiposo (Kirk et al 2009).

1.4. Factores fisiolégicos de Programacién del desarrollo por

obesidad materna

La exposicion de varios factores en el desarrollo, incluyendo el estrés, la obesidad, las
dietas altas en calorias y los productos quimicos ambientales pueden conducir a
resultados perjudiciales en la salud del descendiente (Rosenfeld 2016).

El ambiente fetal subdptimo, debido a la nutricién inadecuada, infeccién, anemia,
hipertension, inflamacién, DB o hipoxia en la madre, expone al feto a factores

hormonales, de crecimiento, citocinas o adipocinas (Martinez 2008).



1.5. Intervenciones maternas

Dentro de la linea de investigacion de nuestro grupo de trabajo se han desarrollado y
evaluado modelos de obesidad materna con tipos especificos de intervencion, disefiados
con el objetivo de prevenir y/o disminuir las consecuencias adversas, propiciadas por la
obesidad materna, tanto en la cria como en la madre. A continuacién se describen

algunos de los hallazgos reportados.
1.5.1. Intervencion nutricional

Previo al embarazo, se indujo obesidad en ratas hembra alimentadas con dieta alta en
grasa desde el destete hasta el apareamiento (90 dias), asi como a lo largo del embarazo
y la lactancia. A la par, un grupo de madres obesas cambio su dieta obesogénica por
una dieta normal, la cual consumié durante un mes antes del apareamiento,

clasificandolo como grupo con intervencioén nutricional (DINT, por sus siglas en inglés).

Se evalué a la F1 macho de 21 d, cuyos parametros de TA, TG, leptina e insulina fueron
elevados en crias OM, mientras que en las crias DINT fueron normales. A los 120 d, los
parametros de glucosa, insulina e IRl incrementaron en crias OM, mientras que en crias
DINT, la glucosa se recupero y el IRI también fue similar al grupo C. A nivel celular, en
150 d se evaluo el tamafio del adipocito presentando un mayor tamafo en el grupo OM

respecto al grupo DINT, donde el tamano fue mayor que C pero menor que OM.

En resumen, este estudio reveld indicios de que con una intervencion nutricional materna
previa al embarazo, los efectos adversos de la programacién por obesidad materna

pueden ser prevenidos parcialmente en su descendencia (Zambrano et al 2010).
1.5.2. Intervencion con Ejercicio

Previo al embarazo, se indujo obesidad en ratas hembra alimentadas con dieta alta en
grasa desde el destete hasta el apareamiento (90 dias), asi como a lo largo del embarazo
y la lactancia. A un mes previo del apareamiento, se selecciond al azar la mitad de
hembras del grupo C junto con la mitad del grupo OM, las cuales fueron intervenidas con
ejercicio (C con ejercicio, CEx; OM con ejercicio, OMEX), respetando el tipo de dieta. Se

empled una rueda para roedor, cada sesion de entrenamiento consté en correr dos
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lapsos de 15 minutos, con un periodo de descanso (15 min) entre cada ejecucién. Las
ratas reposaban 2 dias a la semana de forma no consecutiva. Antes del apareamiento,
todas las ratas completaron un régimen total de 30 minutos de ejercicio por sesion,
mientras que durante la gestacion sélo corrieron una sesion de 15 minutos al dia, y no
realizaron la actividad fisica durante la lactancia. Se evaluaron y se analizaron los
parametros metabdlicos tanto de la progenie (36 d) como de las madres (pre-gestacion

y final de la lactancia); las crias a partir del destete (21 d) llevaron una dieta control.

Como resultados, el ejercicio no cambid el peso materno, pero si previno completamente
el aumento de TG y de forma parcial, el incremento de glucosa, insulina, colesterol y
estrés oxidante, asi como el aumento de corticosterona en el grupo de madres obesas.
También ayudd a la recuperacion de la tasa de fertilidad y, al final de la lactancia, el
ejercicio revierte todas las variables metabdlicas a niveles control, excepto el valor de la

leptina.

Por el otro lado, el peso de las crias fue similar al nacer y a los 36 d se observo que los
machos OM tuvieron niveles elevados de leptina, TG y mayor cantidad de TA en
comparaciéon con las hembras OM. En el grupo C, el ejercicio redujo en las crias la
concentracion de glucosa previniendo el aumento de leptina y de TG, parcialmente. En
conclusién, el ejercicio materno antes y durante el embarazo tiene efectos benéficos en
la funcion endécrina y metabdlica tanto de la madre como de la cria, pese a no producirse

cambios en el peso corporal de ambos (Vega et al 2015).
1.5.3. Intervencion con el antioxidante resveratrol

Previo al embarazo, se indujo obesidad en ratas hembra alimentadas con dieta alta en
grasa desde el destete hasta el apareamiento (90 dias), asi como a lo largo del embarazo
y la lactancia. A un mes del apareamiento, se seleccion6 al azar la mitad de hembras del
grupo C junto con la mitad del grupo OM, las cuales fueron intervenidas con resveratrol
(C con resveratrol, Cres; OM con resveratrol, OMres), respetando el tipo de dieta. Se
empled una dosis de 20 mg/dia/kg de peso corporal de resveratrol antes y durante la
gestacidon, donde las madres intervenidas no presentaron cambio alguno en el peso

corporal. Se evalué a la progenie F1 de 21 d, cuyos parametros de grasa total y TG fue
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mayor con respecto al grupo C, el cual se previno totalmente en las crias OMres. Como
resultados a nivel del estrés oxidante evaluado, se encontré que las crias macho OM
presentaron mayor concentracién de malondialdehido (MDA) en comparacion al grupo
C, mientras que en las crias macho OMres disminuyo; en el caso de las crias hembra los
grupos Cres y OMres tuvieron menor concentracion respecto a sus controles. Las
hembras OM tuvieron mayor concentracion de MDA en el higado comparado con el
grupo C, sin obtener cambio en los grupos intervenidos; los machos OMres tuvieron
menor concentracion de MDA comparado con el grupo OM. Las especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) fueron menores en los machos OMres, sin
obtener cambios en los demas grupos experimentales. La actividad de las enzimas
antioxidantes no fue diferente en las hembras, sin embargo, la actividad de glutation
peroxidasa (GPx) en los machos OM se encontré aumentada y disminuida en el grupo
OMres, mientras que la actividad de la superéxido dismutasa (SOD) se encontrd
disminuida en el grupo OMres. En conclusion, la intervencion con resveratrol en madres
obesas antes y durante la gestacion previene la acumulacion excesiva de grasay TG en

su descendencia (Loza 2014).

De acuerdo a todo lo anterior, se visualiza que cualquier intervencién previa a la
gestacion, durante la gestacion y durante la lactancia, que se realice sobre las madres

obesas tendra algun efecto benéfico sobre su descendencia.

1.6. Intervencion con metformina

1.6.1. Origen

Entre los diferentes farmacos que se emplean para el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo Il esta la Met. Este compuesto sintético forma parte de la familia de las biguanidas,
un grupo de farmacos que proceden de la isoprenilguanidina o galegina, un alcaloide
presente en Galega officinalis, planta que se ha usado desde la época medieval para el
tratamiento de la diabetes (Bailey & Turner 1996, Castro-Martinez et al 2014).
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Estructura quimica de la galegina

1.6.2. Definicion

La Met es un farmaco antidiabético de aplicacion oral, cuyo papel principal es disminuir
la gluconeogénesis hepatica y reducir la RI. Se utiliza como tratamiento de primera linea
para el manejo de la diabetes mellitus tipo Il, con efectos de pérdida de peso, que ha
sido aprobado para su uso en pacientes diabéticos y obesos con funcién renal normal y
RI. En si es un coadyuvante, ya que no se ha demostrado que induzca una pérdida de

peso significativa.

| H
N_ _N_ NH,

T

NH NH

Nombre IUPAC: 3-(diaminometiliden)-1,1-dimetilguanidina (metformina)

1.6.3. Propiedades

La Met es una molécula hidrofilica basica, cuya difusion pasiva a través de la membrana
celular es muy limitada. Su absorciéon ocurre principalmente por el intestino delgado a
través de los receptores de monoaminas de la membrana plasmatica y se excreta sin

cambios en la orina (Graham et al 2011).
1.6.4. Mecanismo de accién

Pese a que la Met ha sido utilizada por mas de 30 afos, su mecanismo de accion aun
no esta plenamente esclarecido. Se ha descrito que disminuye las concentraciones de
glucosa al reducir la produccion hepatica de ésta y que actua favoreciendo la sensibilidad
de receptores celulares periféricos y hepaticos a la insulina, ademas de retardar la
absorcién de glucosa a nivel gastrointestinal (Pernicova & Korbonits 2014).
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Durante muchos afos, el blanco molecular de la Met fue elusivo hasta que en el ano
2001; Zhou y colaboradores (Zhou et al 2001) reportaron que la activacién de la
proteincinasa activada por AMP (AMPK) esta estrechamente asociada con los efectos

pleiotropicos de la metformina (Daugan et al 2016).

Con base en estudios recientes, estos efectos pleiotrépicos estan relacionados a su
accion dentro de las mitocondrias. De hecho, la Met se acumula en las mitocondrias a
través de la interaccion via potencial de membrana mitocondrial y la carga positiva de la
molécula (Foretz & Viollet 2014). Una vez dentro, la metformina inhibe al complejo | de
la cadena respiratoria mitocondrial, dando como resultado la disminucion de la
concentracion de ATP celular y un incremento en ambas proporciones ADP/ATP y

AMP/ATP, lo que refleja un bajo nivel de energia.

La activacion de AMPK conduce a las células de un estado anabdlico a uno catabdlico
(que producen energia), cerrando las vias de consumo de ATP y restaurando el equilibrio
energético celular (Viollet et al 2012). Como resultado de esta activacion, la AMPK es
capaz de regular a la baja la sintesis de glucosa, lipidos y proteinas, asi como el
crecimiento celular, mientras que se estimula la oxidacion de AG y el consumo de

glucosa (Krishan et al 2015).
1.6.5. Ventajas

La Met se caracteriza por su efecto antihiperglucemiante, es decir, sensibiliza los
receptores de insulina para la captacion de glucosa sin causar hipoglicemia o incremento

en el peso corporal (Harris et al 2016).

En estudios recientes, se reporta a la Met como agente protector cardiovascular,
antiinflamatorio, agente neuroprotector e inclusive como anticancerigeno (Daugan et al
2016).
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2. JUSTIFICACION

La prevalencia mundial de la obesidad se ha incrementado significativamente en las
ultimas décadas. Los posibles factores que predisponen a la obesidad son el cambio de
la dieta a nivel mundial, con aumento del consumo de grasas e hidratos de carbono,
disminuciéon de la actividad fisica debido al trabajo sedentario, la urbanizacion y

condiciones de la vida moderna.

La obesidad representa un proceso patolégico dado por cambios en los factores
socioecondmicos y el estilo de vida que influyen principalmente en el deterioro de los

habitos alimentarios de las mujeres en edad reproductiva.

En los ultimos afos se ha observado que la obesidad materna ha incrementado en la
poblacion mexicana. Esto implica problemas potenciales en la descendencia de estas
mujeres, ya que las alteraciones nutricionales de un individuo durante periodos criticos
del desarrollo como la gestacion y la lactancia pueden modificar su fisiologia y
metabolismo de manera permanentemente, esto de acuerdo a la hipotesis de la

programacion del desarrollo.

Debido a que es complicado estudiar la programacién en humanos, el abordaje
experimental con modelos animales cobra gran importancia, ya que en ellos se pueden

controlar y/o manipular las variables a estudiar durante el avance de la investigacion.

Los modelos experimentales revelan que las alteraciones asociadas a la obesidad como
la acumulacion de grasa (hiperleptinemia), aumento en el estrés oxidante y RI, entre

otros, desempeiian un papel importante en el desarrollo posnatal de los descendientes.

Dado que estos efectos adversos se desarrollan en las crias de madres obesas es
necesario intervenir a nivel del metabolismo glucémico materno, el cual actua como
agente programador de la RI. Con el fin de conocer si la Met tiene un efecto en el

desarrollo de los descendientes (en especial en la adiposidad).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad materna representa un problema no sélo por el efecto adverso inmediato
que tiene en la salud de la madre, sino también por los efectos que puede tener sobre
su descendencia durante etapas criticas del desarrollo como el periodo prenatal y

postnatal.

Las madres obesas desarrollan hijos que presentan una adiposidad excesiva,
consecuencia de alteraciones metabdlicas en la progenitora, principalmente. Dentro de
estas alteraciones metabdlicas en madres obesas, se encuentran la hiperinsulinemia, las

dislipidemias y la resistencia a la insulina (Howie et al 2009, Nivoit et al 2009), entre otras.

Sin embargo, existe una mayor prevalencia de defectos congénitos asociados a la
obesidad materna y de patologias tardias en los hijos, tales como obesidad, trastornos
en el metabolismo de la insulina y diabetes mellitus tipo Il por lo que la intervencién con
un antihiperglucemiante como la metformina, resulta de suma importancia para evaluar
el papel del metabolismo materno de la glucosa en el fenotipo de las crias de madres
obesas. De tal forma que se pueda evaluar si dicha intervencion materna, previene
alteraciones metabdlicas, especialmente en la acumulacion de tejido adiposo como
cambios a nivel celular, dado que el tamafo del adipocito juega un papel fisiologicamente

importante.
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4. HIPOTESIS

La intervencion con metformina previa y durante la gestacion en madres obesas
prevendra las alteraciones negativas en sus crias como la acumulacion excesiva de

tejido adiposo y resistencia a la insulina.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

e Determinar el efecto en la adiposidad, asi como la RI, de la progenie F1 a partir de
la intervencion con Met en ratas Fo obesas un mes previo de la prefiez y durante

la gestacion.

5.2. Objetivos particulares

¢ Inducir obesidad experimental en ratas hembra Wistar con una dieta alta en grasa.
e Prefar a las ratas Fo obesas con un macho Fo control a los 120 d.
¢ Administrar oralmente Met (300 mg/dia/kg de peso corporal) en las ratas Fo desde
un mes previo y durante la gestacion (21 dias).
e En las Fo experimentales:
0 Registrar la ganancia de peso corporal durante su crecimiento, asi como en las
etapas de gestacion y lactancia.
o Cuantificar los parametros bioquimicos y hormonales en suero basal al dia 21
de lactancia.

o Extraer el TA para determinar el |A.

e Obtener las crias F1 de las ratas Fo de cada grupo experimental.
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e Enlas F1 macho:

0 Registrar el peso corporal al nacimiento, durante la lactancia y a partir del
destete hasta a los 110 d.

0 Determinar la ingesta de alimento diez dias previos a la eutanasia.

o Cuantificar los parametros bioquimicos y hormonales en suero basal a los 110
d.

0 Extraer el peso del TA para determinar el IA alos 110 d.

o Evaluar y cuantificar el tamafio del adipocito (area), a los 110 d, a través de la
histologia del tejido adiposo retroperitoneal (TAR) empleando la tincion

hematoxilina-eosina (HE).

e Determinar mediante analisis estadistico si existe relacidon entre la intervencion

con Met de las Fo experimentales y los parametros lipidicos de las F1 macho.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

Los animales experimentales, aprobados por el Comité de Etica en Investigacion de
Animales, fueron seleccionados al azar y con ello, se realizaron diversas mediciones, los
datos recabados se expresan como la media aritmética * el error estandar de la media
(EE).

Para los experimentos se usaron ratas hembra de la cepa Wistar (Fo) recién destetadas
(21 d), edad a la cual empezaron a alimentarse con dieta Control (alimento comercial
para roedor) o con dieta alta en grasa (previamente preparada en el laboratorio). Ambos
grupos, a los 120 dias de edad, se aparearon con machos no experimentales,
conservando el mismo tipo de dieta dada desde el destete, durante la gestacidon y hasta
el final de la lactancia, dando origen a cuatro grupos experimentales que se describen a

continuacion:

- Grupo Control (C): ratas alimentadas con dieta control desde el destete hasta el
final de la lactancia de sus crias (n=8).

- Grupo de Obesidad Materna (OM): ratas alimentadas con dieta alta en grasa
desde el destete hasta el final de la lactancia de sus crias (n=8).

- Grupo Control intervenido con metformina previo y durante la gestacion
(CMet): ratas alimentadas con dieta control desde el destete hasta el final de la
lactancia de sus crias, pero que desde un mes previo y durante la gestacion fueron
tratadas con 300 mg/kg/dia de metformina (n=8).

- Grupo de Obesidad Materna intervenido con metformina previo y durante la
gestacion (OMMet): ratas alimentadas con dieta alta en grasa desde el destete
hasta el final de la lactancia de sus crias, pero que desde un mes previo y durante
la gestacion fueron tratados con 300 mg/kg/dia de metformina (n=8).

Se obtuvieron las crias F1 de las Fo experimentales descritas anteriormente. Las crias
fueron amamantadas por su respectiva madre y a los 21 dias de edad se destetaron para
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ser alimentadas con dieta control hasta el dia de la eutanasia correspondiente,

identificandolas con la misma nomenclatura del grupo experimental asignado a la madre.

El peso corporal de las F1 fue registrado desde el nacimiento hasta el final del
experimento, asi como también fue registrada su ingesta de alimento durante 10 dias
partiendo del dia 100. Se llevé a cabo la eutanasia de las F1 a los 110 d, edad en la que
se pesoO el TA extraido durante la necropsia, almacenando muestras para su analisis

bioquimico e histoldgico.

El disefio descrito anteriormente se esquematiza en la Figura 2:

Figura 2. Esquema general del disefio experimental.
El estudio de investigacion se realizé en las crias hembra y macho, pero unicamente se

presentan los datos experimentales correspondientes a las crias macho en la presente

tesis.

20



7.METODOS

7.1. Animales experimentales

Los animales empleados para este estudio fueron ratas albinas de la especie Rattus
norvegicus de la cepa Wistar provenientes de la colonia mantenida en el Departamento
de Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ). Todos los procedimientos fueron

aprobados por el Comité de Investigacion en Animales (CINVA) del mismo instituto.

Tanto el alimento como el agua de bebida se administraron ad libitum. A lo largo del
estudio, las ratas permanecieron en el area concedida dentro de dichas instalaciones, en
donde se mantuvieron en condiciones de humedad relativa y temperatura controlada:
75% y 22+2°C, respectivamente. A su vez, se implementaron ciclos de luz/obscuridad de
12 horas (luces encendidas: 06:00 a 18:00 horas).

Los animales experimentales se alojaron en cajas estandar de acrilico, conocidas
comunmente como de tamafo jumbo; con una cama de aserrin de madera virgen (Aspen
Chip Laboratory Bedding de Northeastern Products Corp., Nueva York, E.U.A.) cambiada
periodicamente. Se colocaron de 3 a 5 animales por cada caja hasta antes del
apareamiento, periodo a partir del cual so6lo se colocd a una hembra Fo por caja hasta el

final del estudio.

7.2. Dietas administradas

La dieta Control consisti6 en alimento comercial para roedor Rodent RQ 22-5 de
Zeigler®, formulada para mantenimiento, crecimiento, reproduccion y lactancia de ratas
y ratones convencionales conteniendo 5%p) de grasa y un contenido energético de 4
kcal/g (Tabla 2). Mientras que la dieta Alta en Grasa se elaboré en la planta piloto del
Departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (DCyTA) del INCMNSZ, cuyo
contenido de grasa fue del 20%p/p) Y €l contenido energético de 5 kcal/g (Tabla 2), con
una formulacién disefiada con base a la recomendacion AIN-93 del American Institute of
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Nutrition (Reeves et al 1993) asi como modificaciones hechas a ésta, por la Dra. Elena
Zambrano y colaboradores (Tabla 3) (Zambrano et al 2010). Para su elaboracién se
utilizé una mezcladora de paletas Hobart modelo A-200 de 20 L de capacidad, potencia

de 1/3 HP y 1425 rpm; el procedimiento de elaboracion se describe con mayor detalle en

el Anexo I.

Tabla 2. Composicion nutrimental de las dietas administradas.

(%) )
Nutriente Dieta Dieta
Controlt Alta en
Grasa?
Proteina 22.0 23.4
Grasa 5.0 25.0
Polisacaridos 31.0 20.59
Azucares simples 31.0 20.59
Fibra dietética 4.0 5.0
Minerales 6.0 5.0
Vitaminas 1.0 1.0

Contenido Energético 4 kcal /g 5 kcallg
tDatos obtenidos del anadlisis garantizado de la dieta
Rodent RQ 22-5 por el fabricante.

FDatos calculados a partir de la formulacion (ver Tabla 3).

Tabla 3. Formulacién de la dieta alta en grasa.

Componentet Concentracion
(9/100 g de Dieta )

Caseina 11.55

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

Almidon de maiz 20.59

Glucosa Anhidra 20.59
Aceite de Soya 5.0
Manteca de cerdo 20.0

1 Las caracteristicas de cada reactivo usado como
componente de la dieta se abordan con mayor detalle en el
Anexo |. Procedimiento para la elaboracién de dietas
experimentales.
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7.3. Medicién de peso corporal y determinacion de ingesta

Una vez alcanzado los 21 dias de edad en las Fo, se midié y se registr6 de forma
semanal, el peso corporal de cada una. Simultaneamente la ingesta se midid y se registro
a partir del dia 90 al 105, mientras que en los periodos de gestacion y lactancia se midio
de forma diaria. En cuanto a las F1 macho, la ingesta se midié de los 70 a 75 dias de
edad, dicha determinacion se realizé colocando de 3 6 4 animales correspondientes al
propio grupo en una misma caja; se peso la cantidad de alimento presente en el
comedero cada dia a las 10:00 horas, reponiéndolo de tal manera que la cantidad de
aquel no fuera inferior a 50 gramos. Los calculos se realizaron de acuerdo a la Ecuacién
2, las mediciones se realizaron en una balanza analitica ADAM® modelo PGW 1502e,
(capacidad= 1500 g, d= 0.01 g), usandola en la funcién de pesaje de animales para el
caso del peso corporal.
Ai(9) — Ar(g)

Ingesta de alimento promedio = ————— Ecuacion 2
n

Donde:
Ai= Alimento inicial (g de alimento en el comedero al dia anterior a la determinacion)
A:= Alimento final (g alimento en el comedero el dia de la determinacion)

n = Numero de animales en la caja durante la determinacion

Para cada rata se calculd la ingesta de alimento relativa al peso corporal (Ecuacién 3),
en donde la ingesta de alimento promedio por dia correspondiente a cada rata (Ecuacién
2) se ajusté a cada 100 g del peso corporal, reportandose como (g/d/100 g de peso

corporal).

Ingesta de alimento promedio

Ingesta de alimento relativa = x 100 Ecuacion 3

Peso corporal (g)
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7.4. Intervenciéon con metformina de las hembras Fo

A los 90 dias de edad, se inicid la intervencion con Met via oral con una dosis de 300 mg
de Met/dia/lkg de peso corporal de rata, la mitad de las hembras experimentales
correspondientes al grupo C (n= 25) y del grupo OM (n= 21) fueron tratadas con el
farmaco, respectivamente, el cual se preparé a la dosis indicada considerando el peso
de las ratas, empleandose como excipiente carboximetilcelulosa al 0.5% (ver Anexo II).
La administracion con Met se mantuvo durante el periodo de gestacion y se suspendi6

al inicio de la lactancia.

7.5. Apareamiento y determinacion de la preiiez de las hembras
Fo

Una vez que las hembras Fo alcanzaron los 120 d, se colocaron de 2 a 3 roedores en
una respectiva caja, en la cual a su vez, se instal6 un macho no experimental de edad

adulta, cuya fertilidad fue probada, a fin de que se llevara a cabo el apareamiento.

Para comprobar que se efectuo el apareamiento posterior a la colocacion del macho, se
realizd un frotis vaginal cada 24 horas (a las 08:00 horas) de forma diaria hasta observar
la presencia de espermatozoides. La observacion anterior se consideré como resultado
positivo para el apareamiento, tomando el dia del hallazgo como el dia cero de gestacion;
momento en el cual el macho fue retirado de la caja de la hembra. Las ratas negativas
para esta prueba por mas de cinco dias consecutivos fueron descartadas del
experimento. Los frotis vaginales se tifieron con solucién de Lugol (obtenida de la
Farmacia del Area de Hospitalizacion del INCMNSZ) y observados a 100X (Figura 3) con

un microscopio foténico (Axiostar Plus de Carl Zeiss®).
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Figura 3. Ejemplo de la observacion de un frotis vaginal positivo para el apareamiento. Tincion
con solucién de Lugol, Realizado después de dejar a la hembra con el macho por 24 horas en una
misma caja. Es posible observar espermatozoides (como filamentos delgados opacos en el campo
iluminado). Imagen vista a 100X y tomada con una cadmara VGA a través del lente ocular.

7.6. Obtencion del suero de las ratas experimentales Fo y F4

Al final de la lactancia, se selecciond, de forma aleatoria, una muestra representativa de
ratas Fo (a los ~165 d) de cada grupo experimental, a las cuales se mantuvo en ayuno
de 6 horas, dejandoles solamente agua ad libitum. Posteriormente, se llevd a cabo el
sacrificio por decapitacién rapida, con una guillotina para roedor (Thomas Scientific,
Nueva Jersey, EE.UU.) momento en el cual se recolecté una muestra sanguinea
(aproximadamente 5 mL) de la region cervical en un tubo de ensayo de borosilicato, el

cual inmediatamente se centrifugdé a 3100 rpm por 10 minutos a 4°C en un centrifuga
refrigerada (Sorval®, RT7), con el fin de extraer el suero (sobrenadante), el cual se

almacené en tubos de polipropileno para microcentrifuga (Eppendorf®) de 1.5 mL y se
congeld inmediatamente a -20°C, permaneciendo asi por algunos dias hasta la
determinacién de la quimica sanguinea y la concentracion de leptina e insulina. El mismo

procedimiento se realiz6 en las F1 macho seleccionadas a los 110 d.
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7.7. Extraccion de tejido adiposo

Al terminar la recoleccion de sangre antes mencionada se procedi6 a la diseccion del
cuerpo (Tabla 4), se extrajo el TA de diferente localizacion anatémica. Todos los tejidos
se pesaron individualmente en una balanza analitica BP 310S de Sartorius® (Capacidad
maxima= 320 g, d= 0.001 g).

Tabla 4. Localizacion del tejido adiposo extraido en las crias macho de
110 d. Se indican cuales se extrajeron sélo en machos

Localizacién del tejido adiposo

Retroperitoneal
Pancréatico
Esternon
Epididimo
Gonadal

Con los datos registrados de la cantidad de TA extraido tanto en las madres Fo como en
las crias macho F1 después de la eutanasia por decapitacion, se determino el IA, el cual
se reporta como % del peso corporal con lo cual se pretende tener una mejor estimacion
del desarrollo del fenotipo obeso en los animales experimentales, debido a que este
parametro esta estrechamente relacionado con el contenido de TA en el cuerpo (Kumar

et al 1999, Taylor & Phillips 1996). Este valor es calculado por medio de la Ecuacion 4.

a+b+c+d+e
f

B.Indice de Adiposidadyachos = ( ) 100 Ecuacion 4

Donde:

a =Tejido Adiposo Retroperitoneal en g
b =Tejido Adiposo Pancreético en g

¢ =Tejido Adiposo del Esternén en g

d =Tejido Adiposo del Epididimo en g
e =Tejido Adiposo del Gonadal en g

f = Peso corporal en g

26



7.8. Histologia del tejido adiposo de las crias macho F1 (110 d)

Una vez determinado el peso del TAR, se seccion6 una porcion de aproximadamente
300 mg y se fijo con 8 mL de solucién al 10% (p/v) de paraformaldehido en amortiguador
salino de fosfato (PBS) a 0.05 M por 24 horas a 4°C; transcurrido el tiempo, el tejido
fijado se lavo tres veces y se almacend a 4°C con PBS a 0.05 M hasta el momento de
su procesamiento. Cada porcion de tejido fijado se sometiéo a proceso automatico de
deshidratacion mediante lavados sucesivos con soluciones alcohdlicas de concentraciéon
creciente seguida de su preparacion con xilol, en un procesador de tejidos histokinette
(Sakura Tissue-Tek |l 46406) para su posterior inclusion en parafina fundida (McCormick
Scientific, Standard Paraplast) a 56-58°C.

Después de obtener el tejido en un bloque sdlido, éste se secciond con un microtomo
(American Optical 820), en rebanadas finas de 5 um de espesor que fueron adheridas a
portaobjetos tratados previamente con poli-L-lisina. Los cortes montados en los
portaobjetos se desparafinaron y se rehidrataron para su posterior tincion con HE

mediante la técnica estandar (Anexo lll) (Fischer et al 2008).

Los cortes histolégicos tenidos se observaron al microscopio (Olympus BX51) con el
objetivo de 10X y se tomaron micrografias digitales en formato JPEG con una camara
(Olympus DP-72) adaptada al equipo, afiadiendo automaticamente una barra escaladora
en la imagen digital. Cada micrografia digital correspondiente a un grupo experimental
fue analizada mediante un software de procesamiento de imagenes (Carl Zeiss
AxioVision LE), seleccionando manualmente la region delimitada por los bordes de cada
adipocito entero en la imagen, cuyas areas se cuantificaron automaticamente en um?2,

con ayuda del programa de computadora AxioVision Rel. 4.8.
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7.9. Quimica sanguinea

Las muestras séricas conservadas a —20°C, se descongelaron a temperatura ambiente
durante 15 minutos previos al inicio del analisis, momento en el cual se colocaron en las

celdillas del equipo para ser procesadas.

La medicion de la concentracién sanguinea de glucosa, colesterol total, y triglicéridos, se
realizé con el sistema automatizado SYNCHRON CX® 5 Delta de Beckman-Coulter el
cual utiliza el multicalibrador MULTI™ SYNCHRON CX disefiado para este sistema (que
incluye los parametros que nos interesan, entre otros), también se procesaron las
muestras de control de calidad correspondientes. Las determinaciones se llevaron a cabo
con reactivos disefiados especialmente para este sistema y los parametros antes
mencionados se programaron en el equipo, el cual basicamente realiza un analisis

espectrofotométrico a partir de ensayos enzimaticos que se describen a continuacion:
7.9.1.Glucosa

La concentracion se determind por un método de punto final a tiempo fijo utilizando un
reactivo denominado GLU (Ref.: 442640), compuesto por: ATP 3.8 mM, NAD* 2.7 mM,
hexocinasa (HK) 2,0 KU/L glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) 3,0 KUI/L,
ademas de otras substancias no reactivas necesarias para el funcionamiento 6ptimo del
sistema. El sistema dispensa en forma automatica los volumenes de muestra y reactivo.

La proporcidn es 1 parte de muestra a 100 partes de reactivo.

En las reacciones que se verifican en el sistema de analisis (Figura 4) la HK cataliza la
transferencia de un grupo fosfato a partir del ATP a la glucosa formandose ADP y
glucosa-6-fosfato. Luego la glucosa-6-fosfato se oxida a 6-fosfogluconolactona con la

reduccion concomitante de NAD* a NADH por la accion catalitica de la G6PDH.

HK
Glucosa + ATP = Glucosa-6-fosfato + ADP

GG6PDH
Glucosa-6-fosfato + NAD" + H* » G-fosfogluconato + NADH

Figura 4. Reacciones quimicas que suceden en la cuantificacién de glucosa en suero.
ATP: adenosin trifosfato; HK: hexocinasa; ADP: adenosin difosfato; NAD*: dinucleétido de nicotinamida
adenina oxidado; G6PDH: glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; .H+: protén; NADH: dinucleétido de
nicotinamida adenina reducido.

28



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

el sistema para calcularla y expresarla en mg/dL.
7.9.2.Colesterol

Se utiliza un método de punto final a tiempo fijo empleando el reactivo CHOL (No. Ref.:
467825) el cual se compone de 4-aminoatirpirina (4-AAP) 0.28 mM, fenol 8,06 mM,
colesterol esterasa (CE) 211 UI/L, colesterol oxidasa (CO) 216 UI/L, peroxidasa 6667
UI/L, ademas de otras substancias no reactivas necesarias para el funcionamiento
optimo del sistema. EIl SYNCHRON CX® dispensa en forma automatica los volumenes
apropiados de muestra y reactivo en una celdilla, en proporcion de 1 parte de muestra a

100 partes de reactivo.

En las reacciones efectuadas (Figura 5) en el equipo, la CE hidroliza los ésteres de
colesterol a colesterol libre y acidos grasos, el colesterol libre es oxidado a colesten-3-
ona y peréxido de hidrégeno por medio de la CO, la peroxidasa cataliza la reaccion del
peréxido de hidrégeno con 4-AAP vy fenol produciendo quinoneimina, un producto

colorido.

CE
Ester de colesterol ——— - Colesterol + acido graso

co
Colesterol+ 0, — = Colesten-3-ona + H,0,

Peroxidasa . L.
2 H,0, + 4-AAP + Fenol ————— 3 Quinoneimina + H,0

Figura 5. Reacciones quimicas empleadas en la cuantificacién de colesterol en suero.
CE: colesterol esterasa; O2: oxigeno; CO: colesterol oxidasa; H20: peréxido de hidrégeno; 4-AAP: 4-
aminoatirpirina, H.0: agua.

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

calcular y expresar la concentracion de colesterol en mg/dL.
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7.9.3.Triglicéridos

Para esta determinacion se utiliza el reactivo triglicéridos GPO (ref.: 445850). Mediante
un método de punto final a tiempo fijo el sistema dispensa automaticamente los
volumenes en proporcion de 1 parte de muestra por cada 100 partes de reactivo. El
reactivo se compone de: lipasa 68 U/L, ATP 2,56 mM, glicerol cinasa (GK) 4 KUI/L,
glicerofosfato oxidasa (GPO) 1,1 KUI/L, 4-AAP 0,71 mM, acido 3,5-dicloro-2-
hidroxibenzeno sulfénico (DHBS) 1,56 mM, perdxidasa de rabano (HPO) 9 KUI/L,
ademas de otras substancias no reactivas necesarias para el funcionamiento 6ptimo del

sistema.

Los TG de la muestra, por la adicién del reactivo (Figura 6), son hidrolizados a glicerol y
acidos grasos libres por medio de la lipasa (Figura 6) (a). Se da asi una secuencia de
tres pasos enzimaticos justamente, por la GK (Figura 6) (b) el glicerol se transforma en
glicerol-3-fosfato, y éste por accion de la GPO (Figura 6) (c) se transforma en
dihidroxiacetona y H202 y asi la HPO (Figura 6) (d) causa el acoplamiento oxidante a
partir del peréxido de hidrogeno generado junto con el DHBS y la 4-AAP forman un

colorante rojo de quinoneimina.

L Lipasa .
a) Triglicéridlos ———— > Glicerol + Acidos grasos
. GK
b) Glicerol + ATP ———® Glicerol-3-fosfato + ADP
Mg++
GPO

c) Glicerol-3-fosfato + O,——— > Dihidroxiacetona + H,0,

HPO
d) 2 H,0, + 4-Aminoantipirina + DHBS — 3= Colorante Quinoneimina + HCI + 2 H,0

Figura 6. Reacciones quimicas empleadas en la cuantificacion de triglicéridos en suero.
ATP: adenosin trifosfato; GK: glicerol cinasa; Mg**: magnesio; ADP: adenosin difosfato; O2: oxigeno;
GPO: glicerofosfato oxidasa; H202: perdxido de hidrogeno; DHBS: acido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzeno
sulfénico; HPO: peroxidasa de rabano; HCI: acido clorhidrico; H.0: agua.

El sistema monitoriza la variacién de la absorbancia a A=520 nm justo antes de la adicién
de lipasa y durante un intervalo fijo de tiempo tras la adicion. Esta variacion de la
absorbancia es directamente proporcional a la concentracién de TG en la muestra y el

sistema la utiliza para calcular y expresar la concentracion de TG en mg/dL.
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7.10. Determinacion de hormonas

Se determind la concentracién de insulina y leptina por Radio-Inmuno Analisis (RIA, por
sus siglas en inglés), la cual es una técnica altamente sensible y especifica. En dicha
técnica, una concentracion establecida de antigeno marcado radiactivamente mezclada
con una concentracién desconocida de antigeno considerado como el analito (de la
muestra), es incubada con una dilucién constante de antisuero de tal forma que la
concentracion de sitios de union del antigeno en los anticuerpos es limitada, (por
ejemplo, cuando solo el 50% del antigeno puede ser unido al anticuerpo). En este
sistema habra una competencia entre los antigenos marcados y no marcados
(provenientes de la muestra), por el numero limitado y constante de los sitios de unién
disponibles en el antisuero (Figura 7). Asi, la cantidad de antigeno marcado unido al
anticuerpo disminuira a medida que la concentracién de antigeno no marcado aumente.
Esto puede ser medido después de separar el complejo antigeno-anticuerpo formado del
antigeno marcado libre (por inmunoprecipitacién por ejemplo), midiendo la radiactividad
ya sea de una u otra fraccion o bien de ambas, pudiéndose establecer una curva patrén
con una serie de estandares que incrementen su concentracion de antigeno no marcado
y a partir de esta curva, la cantidad desconocida de antigeno en la muestras puede ser

calculada (Lehninger et al 2008).

A
S

s
s—

——
e ——

O A9

j'-ﬁ‘, Ag-marca radiactiva

k|
e ©
| -

Figura 7. Esquema del principio del RIA. Se representa la reaccion antigeno-anticuerpo del anticuerpo (Ac)
especifico para el antigeno marcado (Ag-marca radiactiva) y no marcado (Ag) los cuales “compiten” por los sitios
de union debido a la cantidad limitada de anticuerpo en el sistema.
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Las muestras en suero conservadas a —20°C, se descongelaron a temperatura
ambiente durante 15 minutos antes de colocar una cantidad de 100 yL de muestra en
tubos de boro-silicato para centelleo segun el protocolo de la determinacion con el

estuche correspondiente.
7.10.1. Leptina

Se utilizd un estuche de RIA para leptina de rata de LINCO® Research No. de
catalogo: RL-83K, el cual utiliza leptina de rata marcada con el isétopo radiactivo 251 y
un antisuero especifico para leptina de rata con una sensibilidad de 0.5 ng/mL, asi como
un contador de radiaciones y (Packard Instruments Co., California, EE.UU.). Cabe
sefalar que el estuche contiene sus propios patrones de leptina con los cuales se elabord
la curva patrén (el procedimiento y la curva patron se describen con mayor detalle en el
Anexo IV.A.).

7.10.2. Insulina.

Se utilizé un estuche de RIA para insulina de rata de LINCO® Research No. de
catalogo: RI-13K, en el cual se emplea insulina de rata marcada con el is6topo radiactivo
125] y un antisuero especifico para insulina de rata con una sensibilidad de 0.1 ng/mL, el
estuche contiene sus propios estandares de insulina con los cuales se elabord la curva
patréon; asimismo se usd un contador de radiaciones y (Packard Instruments Co,
California, EE.UU.) (el procedimiento y la curva patrén se describen con mayor detalle

en el Anexo IV.B.).
7.10.3. indice de resistencia a la insulina

El indice de resistencia a la insulina (IRI) se determin6 de acuerdo a la Ecuacién
5, utilizando los factores de conversion 1/18 y 25 para adecuar la concentracion de
glucosa obtenida en mg/dL y de insulina en ng/mL al modelo de analisis homeostatico
(HOMA por sus siglas en inglés), en donde el producto de la glucosa en mMy la insulina
en mUI/L es dividido por 22.5 (Matthews et al 1985).
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(Glucosa (mg/dL))

P X (Insulina (ng/mL)) X 25
IRI =

22.5

Ecuacion 5

7.11. Métodos estadisticos

7.11.1. Analisis estadistico de parametros maternos Fo

Los diversos parametros maternos Fo se analizaron estadisticamente mediante la prueba
t de Student, empleando una n= 7 a 8 ratas por grupo experimental, considerando un
valor de p<0.05 como significativo. Los datos se expresan como la media aritmética
EE.

7.11.2. Analisis de parametros de las crias macho F1

Los diferentes parametros obtenidos de las crias a distintas etapas de la vida, se
analizaron por medio del analisis de varianza de una via (ANOVA, por sus siglas en
inglés) y las diferencias entre medias se determinaron con la prueba de Tukey post hoc,
empleando una n= 8 ratas por grupo experimental, considerando un valor de p<0.05

como significativo. Los datos se expresan como la media aritmética + EE.

7.11.3. Analisis del tamano del adipocito en crias macho F1 de 110 d

Para la presentacion del analisis del tamafio del adipocito se realizaron histogramas de
frecuencia relativa por cada grupo experimental. Se utilizaron 8 ratas por cada grupo
para la cuantificacion del area del adipocito de una muestra de 250 (n=250). Los datos
se agruparon desde el origen en categorias correspondientes a intervalos de 500 um?

en machos.

El ancho de categoria (w; Ecuacion 6) se define como la aproximacion del cociente entre
el area del adipocito del grupo C (Valor maximo - Valor minimo) y el numero de clases

(n) el cual es representado por la regla de Sturges (7+/og2n) (Sturges 1926).
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Valor Maximo — Valor Minimo -
W = Ecuacion 6
1+ log,n

En el caso del tamafio del adipocito, los datos no siguen una distribucion normal por lo
que se realizé la prueba de Kruskal-Wallis. Los adipocitos adoptan una configuracion
poliédrica cuando estan agrupados en el tejido adiposo pero al analizarlos en dos
dimensiones tienen un aspecto reticular caracteristico en el que se observan celdas

delimitadas por poligonos en cada célula (Figura 8. A.).

El aspecto reticular de los adipocitos sugiere la aplicacion del Diagrama de Poisson-
Voronoi (DPV). ElI DPV es un caso particular de la division del espacio en dos
dimensiones, donde un numero de centros distribuidos al azar, el plano es dividido de
acuerdo a sus areas de influencia y asi cada celda contiene todos los puntos mas

cercanos a su centro de origen como se muestra en la Figura 8. D. (Tanemura 2004).

Los DPV son especialmente importantes para modelar y describir una amplia variedad
de fendmenos naturales y sociales. Se ha propuesto que la distribucion de tamafio de
las celdas de Poisson-Voronoi se ajusta a la funcion de densidad de probabilidad gamma
(Ferenc & Néda 2007). De esta manera se puede modelar la frecuencia relativa del area

del adipocito como funcién del area del adipocito mediante la distribucion Gamma.
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Figura 8. Tamano del adipocito de las crias macho F1 alos110 d. A. Micrografia de TAR a 20X tefida
con HE, B. Cuantificacion a través de la delimitacién de areas de los adipocitos con un software
AxioVision40 V 4.8.2.0., C. Areas delimitadas en la micrografia, D. Diagrama de Poisson-Voronoi con el
area de una celda sombreada.

La funcién de densidad de probabilidad gamma (FDP gamma; Ecuacion 7) consta de un
parametro de forma (a), relacionado directamente con la asimetria en la agrupacion de
los datos y otro parametro de escala inverso (b), relacionado inversamente con la

dispersion de la distribucion (ver detalles adelante) (Panik 2005).

La funcion gamma se ha empleado ampliamente en la distribucion de particulas, tales
como analisis de aerosoles y microscopia electronica, asi como en equipos de difusiéon
de luz dinamica (Babick & Ulimann 2016).
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a

xa—le—bx

f(x)=

Donde:

f(x)= Frecuencia relativa

x= Area del adipocito

a= Parametro de forma

b= Pardmetro de escala inverso
(@)= Funciéon gamma

e= 2.71828 ... = Base de logaritmos naturales

T (a) Ecuacion 7

Los parametros de forma (a) y de escala inverso (b) (Ecuaciones 8 y 9,

respectivamente) (Panik 2005, Wackerly et al 2007), permiten utilizar el total de los datos

del area de los adipocitos obtenidos en cada grupo.

~ ni?

a= — Ecuacion 8
n 2
i—1(Xi - X)

~ nx

= Ecuacion 9
n 3)2
Donde:

n= Numero de adipocitos medidos
x= Area promedio del adipocito

xi=Area del i-ésimo adipocito

La funcion gamma (Ecuacion 10) aparece en el denominador de la FDP gamma

(Ecuacion 7) y es una integral definida.

[}

I'(a) = f t* e tdt Ecuacioén 10
0
Donde:
t= Variable real
e= 2.71828 ... = Base de logaritmos naturales
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8. RESULTADOS

Madres experimentales Fo

8.1. Crecimiento materno Fo

8.1.1. Peso corporal (antes del apareamiento)

El peso corporal de las madres experimentales Fo se registr6 semanalmente antes del
apareamiento. Aunque, alrededor del dia 60, la ganancia de peso corporal fue mayor en
los grupos alimentados con dieta alta en grasa, OM y OMMet, respecto a los grupos
alimentados con dieta control, C y CMet, estadisticamente, es a partir del dia 84, donde
la diferencia de peso corporal fue significativa (*p>0.05) entre el grupo control y el grupo
obeso materno, sin observarse cambios significativos en el peso corporal de los grupos

intervenidos con metformina (Met) del grupo C y grupo OM (Figura 9).
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Figura 9. Ganancia de peso corporal materno (Fo) antes del apareamiento. Se muestran los datos de
los grupos: C (circulos en negro), CMet (circulos en blanco), OM (triangulos en negro) y OMMet (triangulos
en blanco). Media + EE, n=7 a 8 ratas por grupo experimental. (*) Denota diferencia estadistica significativa
(p<0.05) desde los 84 dias de edad entre grupos con diferente tipo de alimentacién (C y CMet vs.OM y
OMMet).
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8.2. Parametros obtenidos durante la gestacion y lactancia

8.2.1. Peso corporal

En la Figura 10 se observa que, durante el periodo de gestacion, el peso corporal
materno de los grupos OM y OMMet fueron mayores respecto al de los grupos C y CMet,
sin observarse diferencias significativas entre estos ultimos. Al inicio de la lactancia (dia
21 de la gestacion), se observé una disminucién en el peso corporal de los cuatro grupos
maternos, sin efecto alguno por parte de la metformina, s6lo con base en el tipo de dieta
ingerida, donde durante los primeros 3 d de lactancia los grupos OM y OMMet
presentaron mayor peso corporal respecto al de los grupos C y CMet, posteriormente se
observo una disminucion gradual del peso corporal de los grupos OM y OMMet que

tendieron a igualarse a los C y CMet.

600 - *
C)
‘© 500 - ) C
E 1 ‘-i".l i#! CMEt
5 !;g!ﬁ' OM
S I OMMet
o 400 |
d‘f ] =

300 0 10 21-0 10 21
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Figura 10. Ganancia de peso corporal materno durante las etapas de Gestaciéon y Lactancia. Se
muestran los datos de los grupos C (circulos en negro), CMet (circulos en blanco), OM (triangulos en
negro) y OMMet (triangulos en blanco). Media + EE, n= 7 a 8 ratas por grupo experimental. (*) Denota
diferencia estadistica significativa (p<0.05).
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8.3. Parametros obtenidos al dia 21 de lactancia

8.3.1. Metabolismo de hidratos de carbono

En las madres Fo experimentales, al finalizar el periodo de lactancia, se cuantific la
concentracion de glucosa e insulina en suero. Se observo un aumento significativo en la
concentracion de glucosa entre el grupo OM respecto al grupo C, mientras que la

concentracion de insulina no presentd diferencia entre los grupos experimentales (Figura
11. B).

Sin embargo, en el grupo OMMet, se observé un efecto en la reduccién de la glucosa de

forma significativa respecto al grupo OM (Figura 11. A).

A su vez, se determind el IRI a partir de dichos parametros con base en la Ecuacion 5,
el cual fue mayor en madres OM respecto a las madres C, pero con una reduccion parcial

en el grupo OMMet como se observa en la Figura 11. C.
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Figura 11. Metabolismo de carbohidratos de las Madres F, a los 21 dias de Lactancia ~(165d). A.
Glucosa, B. Insulina y C. indice de Resistencia a la Insulina (IRI), los datos se muestran como la media *
EE, n= 8 ratas por grupo experimental. Grupos que no comparten al menos una misma letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05).
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8.3.2. Adiposidad materna

El tejido adiposo extraido en cada grupo materno se pesoé y se determiné el IA (Ecuacion
4), siendo significativamente mayor la cantidad de grasa corporal y el IA de los grupos
OM y OMMet respecto a los grupos C y CMet (Figura 12. A, B).
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Figura 12. Adiposidad de las madres F; a los 21 dias de lactancia (~165 d). Se reporta la cantidad de
A. Grasa total e B. indice de adiposidad (IA), asi como la concentracién de C. Triglicéridos (TG) y D.
Leptina. Los datos se muestran como Media £+ EE, n= 8 ratas por grupo experimental. Grupos que no
comparten al menos una misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).

A su vez, se cuantificd la concentracion de TG y leptina en suero, en los que se observo
una mayor concentracion en el grupo OM respecto al grupo C, no obstante, el grupo
OMMet presenté una disminucion significativa en TG, pero no en leptina, lo cual indica
que las madres OM y OMMet son mas lipogénicas en comparacion a las madres C y
CMet (Figura 12. C, D).
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Crias F4

8.4. Parametros obtenidos a partir de la lactancia (21 d) hasta 110 d
8.4.1. Peso corporal de las crias macho F1

El peso corporal de las crias F1 se midio a los 0 d (nacimiento), 21 d (dia del destete) y
110 d (joven adulto) de edad.

En las crias macho, el peso corporal no presentd diferencia significativa tanto en los

grupos experimentales como entre las edades (Tabla 5).

Tabla 5. Peso corporal de las crias macho F1 alos 0, 21 y 110 d. Los datos se muestran como Media
+ EE, n= 8 ratas por grupo experimental.

C CMet oM OMMet

0 d (Nacimiento) 7.0+0.1 6.6 £ 0.1 6.6 £ 0.1 6.4+0.1
21d 65 + 1 78 +2 7914 76+3

110 d 451 £ 12 462 + 12 471 +13 457 + 21

Sin embargo, se observa que, numéricamente, al nacimiento, las crias macho C fueron
de mayor peso corporal respecto a las crias macho OM. Mientras que en las edades de
21 y 110 d, la tendencia cambid en que las crias macho OM tuvieron un mayor peso

corporal comparado con las crias macho C.
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8.5. Parametros alos 110 d de edad

8.5.1. Metabolismo de hidratos de carbono

Se cuantificé la concentracion de glucosa e insulina en suero, asi como el célculo del IRI

en los descendientes macho F1 a los 110 d.

En las crias macho se observo que la concentracion de glucosa fue similar entre los
grupos experimentales. La insulina en suero presentd una mayor concentracion en el
grupo OM respecto al grupo C, mientras que el grupo CMet no presentd diferencia
significativa respecto al grupo C y el grupo OMMet no mostré diferencia significativa
respecto al grupo OM ni al grupo C, observandose un valor intermedio entre dichos

grupos. De forma similar, se comport6 el IRI en las crias macho (Figura 13).
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Figura 13. Metabolismo de hidratos de carbono de las crias macho F; a los 110 d. Se reporta la
concentracion de A. Glucosa e B. Insulina en suero, asi como el C. indice de resistencia a la insulina (IRI),
respectivamente. Los datos se muestran como Media £ EE, n= 8 ratas por grupo experimental. Grupos
gque no comparten al menos una misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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8.5.2. Peso corporal e ingesta

A los 110 d se registré el peso corporal, la ingesta diaria absoluta y la ingesta diaria

relativa al peso corporal en las crias macho Fi.

En los datos de peso corporal se observé que no hubo diferencia estadistica entre los

cuatro grupos experimentales (Figura 14 A).

Por el otro lado, la ingesta diaria absoluta y la ingesta diaria relativa al peso corporal
tampoco presentaron diferencias significativas entre los grupos experimentales (Figura
14 B, C).
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Figura 14. Peso corporal e ingesta de las crias macho F1 a los 110 d. Se reporta el A. Peso corporal,
la B. Ingesta diaria absoluta y la C. Ingesta diaria relativa al peso corporal, respectivamente. Los datos se
muestran como Media  EE, n= 8 ratas por grupo experimental.
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8.5.3. Adiposidad

En las crias macho F1 de 110 d, se determind la cantidad de grasa total asi como el 1A'y

la concentracion de leptina en suero.

En las crias macho experimentales se observé un aumento significativo en la cantidad
de grasa total e |IA en el grupo OM respecto al grupo C, mientras que en el grupo CMet
no se observo diferencia significativa con el grupo C. Sin embargo, el grupo OMMet no
fue diferente del grupo C ni del grupo OM, observandose un valor intermedio significativo
(Figura 15 A, B).

La concentracion de leptina en suero fue significativamente mayor en el grupo OM
respecto al grupo C, mientras que en el grupo CMet no vari6 significativamente respecto
al grupo C. No obstante, en el grupo OMMet la concentracion de leptina tuvo un valor

intermedio sin ser significativamente diferente al grupo C ni al grupo OM (Figura 15 C).
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Figura 15. Adiposidad de las crias macho F; a los 110 d. Se reporta la A. Grasa total, B. indice de
adiposidad y la concentracion de C. Leptina, respectivamente. Los datos se muestran como Media + EE,

n= 8 ratas por grupo experimental. Grupos que no comparten al menos una misma letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05).
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8.5.4. Metabolismo de lipidos

Se cuantificod la concentracién de TG y colesterol en suero de las crias macho F1a los
110 d.

En las crias macho se observé que la concentracion de TG fue significativamente mayor
en el grupo OM respecto al grupo C. Sin embargo, en el grupo OMMet, la concentracion
de TG no fue diferente del grupo OM, pero tampoco fue diferente del grupo C,

observando un valor intermedio en ambos (Figura 16 A).

Mientras que la concentracion de colesterol no fue diferente entre los grupos

experimentales a esta edad (Figura 16 B).
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Figura 16. Perfil lipidico de las crias macho F; a los 110 d. Se informa la concentracion de A.
Triglicéridos y B. Colesterol en suero, respectivamente. Los datos se muestran como Media + EE, n= 8
ratas por grupo experimental. Grupos que no comparten al menos una misma letra son estadisticamente
diferentes (p<0.05).
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8.6. Parametros de adiposidad alos 110d
8.6.1. Tamano del adipocito

En las micrografias digitales tomadas a partir de los cortes histologicos del TAR, tefidos
por la técnica de HE observadas a 10X en microscopio de campo claro (Figura 17), se
cuantifico el tamafio del adipocito mediante un software AxioVision40 V 4.8.2.0. y se
analizé la distribucién de frecuencias de cada grupo experimental de las crias macho F1

a los 110 dias de edad.

Figura 17. Micrografias de tejido adiposo retroperitoneal de las crias macho F4 a los 110 d. Cortes
histologicos tefiidos en HE observadas a 10X, correspondientes a los cuatro grupos experimentales: A.
Grupo C, B. Grupo OM, C. Grupo CMet y D. Grupo OMMet.
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Se observé una gran heterogeneidad en el tamano del adipocito en los cortes
histolégicos (Figura 17), incluso se comprobd que los datos no siguen la distribucion
normal (o de Gauss) mediante la prueba normalidad de Shapiro-Wilk, motivo por el cual
se empled la prueba estadistica no parameétrica de Kruskal-Wallis (prueba basada en la

mediana) para comparar diferencias de tamafio entre los grupos experimentales.

En las crias macho de 110 d, la mediana del tamano de los adipocitos (Figura 18) en el
grupo OM present6 un aumento significativo respecto al grupo C, de igual forma, el grupo
CMet aumento significativamente su tamafio comparado al grupo C. No obstante, el

grupo OMMet no mostré cambio respecto al grupo OM.

Sin embargo, el grupo OM presenta una mayor dispersion en el tamafio del adipocito ya
que se observaron areas de mas de 14 000 um?, mientras que en el grupo OMMet no se
observaron adipocitos mayores de 12 000 ym?. A pesar de que no hay cambios en el
tamano de la mediana (percentil 50) entre estos dos grupos, los cambios de tamano se

pueden ver reflejados por arriba del percentil 90.
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Figura 18. Area del adipocito medida en las micrografias de las crias macho F1 a los 110 d. Datos
mostrados como mediana (lineas centrales horizontales), percentiles 75 y 25 (cajas grises) y percentiles
90 y 10 (barras de error “bigotes”), n= 250 adipocitos por grupo experimental. Letras distintas denotan
diferencias significativas (p<0.05) por la prueba Kruskal-Wallis.
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Ademas de las diferencias de las medianas del tamafo del adipocito entre los grupos
experimentales, es evidente que la dispersion de los datos entre los grupos no muestran
uniformidad (Figura 18), por lo que la distribucién de frecuencia se analiz6 graficamente
mediante la construccion de histogramas de frecuencia relativa, utilizando categorias
correspondientes a intervalos de 500 um? (valor establecido mediante la Ecuacién 6), en

las crias macho experimentales a los 110 d.

MACHOS
20 | 20
16 B 16
12 z/: 12 Il
? 8 Il 8' —
=
=
5 o 0 TR
o 2 4 & 8 10 12 14 16 2 4 6 8 10 12 14 16
o C D
S 20 20 -
c
S 164 16
Q S
Lt 12 A L 12 R
8 4 | g8
4 4
0 | T e 0 A1 e e
2 4 6 8 10 12 14 16 2 4 6 8 10 12 14 16

Area del adipocito (X 1000 pm2)

Figura 19. Distribucion del tamaino del adipocito de las crias macho F; a los 110 d. Histograma de
frecuencias relativas (barras grises) y funcion de densidad de probabilidad gamma (linea continua) con los
parametros de cada grupo experimental: A. Grupo C, B. Grupo OM, C. Grupo CMet y D. Grupo OMMet.
Prueba de Bondad de ajuste estadisticamente significativa (Prueba de y?), p>0.05
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Graficamente y mediante la prueba de y?, se comprueba que la funcién de densidad de
probabilidad de la distribucién gamma (Ecuacion 7) es un modelo matematico adecuado
para la distribucién del tamafio del adipocito en cada grupo experimental de las crias
macho a los 110 d (Figura 19) (Ibafez Chavez 2014).

Mediante la funcion inversa de la Distribucion Gamma (Ecuacion 10) y los parametros
correspondientes a cada grupo experimental, se calculd el tamafo del adipocito
correspondiente al percentil 95. Asimismo, se comparo el valor calculado con el valor
observado, sin observarse diferencias mayor al 3.3% entre ambos valores. Es posible
percibir que el grupo OM tiene un valor mas elevado respecto al grupo C, de igual forma,
el grupo CMet presenta un valor elevado respecto al grupo C. Lo anterior sugiere que el
tamano de los adipocitos mas grandes en el grupo OMMet se redujo respecto al tamano

de los adipocitos del grupo OM (Figura 20).
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Figura 20. Tamano del adipocito en el percentil 95 de las crias macho F1 a los 110 d. Se representan
el percentil 95 calculado (barras grises) y observado (puntos negros) en cada grupo experimental, n= 250
adipocitos.
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9. DISCUSION

En 2006, entre las mujeres mexicanas de 20 a 49 afos (edad reproductiva), la
prevalencia de obesidad fue 34.5% y sobrepeso de 37.4% (ENSANUT 2006). Para el
afo 2012, el sobrepeso disminuy6 5.1% y la obesidad aumentd 2.9%, mientras que en
el 2016, el sobrepeso se mantuvo y la prevalencia de obesidad aumenté 5.4%
(ENSANUT-MC 2016, ENSANUT 2012). La obesidad es un desequilibrio energético
entre las calorias consumidas y gastadas (OMS, 2012), que propician el aumento de
peso corporal, ya que el exceso de calorias se almacena en forma de grasa
depositandose en el tejido adiposo (Galic et al 2010). La obesidad materna no soélo afecta
a la mujer que la padece, sino que también impacta en la salud de sus descendientes a

largo plazo (Nelson et al 2010).

La obesidad previa al embarazo es un factor negativo tanto para la progenie como para
la madre, quien se encuentra en un estado metabdlicamente alterado al que se le
sumaran los cambios hormonales y metabdlicos producidos por la gestacion (Brown
2014).

La obesidad materna durante la gestacion promueve la activacién de ciertos procesos
metabdlicos inflamatorios, caracterizados por el incremento de grasa visceral y los
niveles de citoquinas proinflamatorias sistémicas y la acumulacion de macrofagos en el
mismo tejido (Basu et al 2011, Madan et al 2009), asi también como la generacion de
radicales libres y estrés oxidante (Alfaradhi & Ozanne 2011); estas alteraciones
desencadenan el desarrollo de resistencia a la insulina (Harris et al 2016), diabetes
gestacional, hiperinsulinemia, hiperlipemias e hipertension gestacional (Brown 2014,
Lozano-Bustillo et al 2016).

Durante el embarazo y la lactancia, los requerimientos energéticos aumentan a causa de
que el gasto energético basal incrementa por los procesos de crecimiento uterino,
placentario y fetal, mientras que en la lactancia se necesita energia para la produccion y
secrecion de leche materna (Brown 2014).
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Sobre este contexto, se ha observado, en modelos de obesidad materna, que los efectos
metabolicos adversos ocasionados por la dieta alta en grasa preceden a los cambios
detectables en el peso corporal materno (McDonald et al 2011), asi como el incremento
en la cantidad de grasa corporal, al cual se le ha asociado con una mayor resistencia a
la insulina (Jung & Choi 2014).

Recientemente, el uso de la Met durante el embarazo se ha vuelto cada vez mas popular.
De acuerdo a la Food and Drug Administration (FDA), la Met es una farmaco de categoria
B (no presenta efectos teratogénicos) (Costello & Eden 2003, Nawaz et al 2008,
Thessaloniki 2008) el cual puede ser utilizado como tratamiento seguro y econémico para
la prevencion de complicaciones del embarazo, tales como riesgo de aborto,
preeclampsia, restriccion del crecimiento fetal y nacimientos prematuros sin afectar la
salud materna (Palomba et al 2015). Como otra consecuencia, en humanos, se reduce
la resistencia a la insulina y facilita la prevencion primaria y secundaria de la DG (Nawaz
et al 2008).

En si, la Met se recomienda con el objetivo de prevenir las complicaciones presentes
durante el embarazo, en especial a mujeres con sindrome de ovario poliquistico (El
Hameed et al 2011). Adicionalmente, mejora el ambiente metabdlico de la madre

gestante.

En este estudio experimental con rata Wistar, se utilizé una dosis de 300 mg de
metformina/dia/kg peso corporal, la cual fue administrada un mes previo y durante la
gestacion en las Fo experimentales. En un modelo de obesidad materna (Harris et al
2016) similar al nuestro, se empled esta misma dosis en ratas obesas uUnicamente en la
etapa de gestacion. Sin embargo, dicha dosis resulta ser una dosis intermedia entre una
dosis baja (200 mg/d/kg p.c.) y una dosis moderada (400 mg/kg/p.c.) de Met evaluadas

previamente en ratas con diabetes (Li et al 2016).
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Madres experimentales Fo

En el modelo experimental del presente estudio, la dieta alta en grasa produjo una
diferencia significativa en el peso corporal del grupo Fo OM a partir del dia 84 de edad,
con respecto al grupo Fo C antes del apareamiento. Estos resultados son compatibles
con lo que ya se ha descrito en nuestra linea de trabajo, en donde roedores de tan soélo
cuatro semanas de alimentacién con dieta obesogénica, se observa un aumento
significativo en la acumulacion de grasa corporal (Vega et al 2015, Zambrano et al 2010,
Zambrano & Nathanielsz 2013).

Con base en los resultados obtenidos en la curva de crecimiento materno, previo al
apareamiento, se puede aseverar que mediante la alimentacion, es posible inducir un
fenotipo compatible con la obesidad en ratas hembras a través de la ingesta de una dieta

alta en grasa (McDonald et al 2011).

Asimismo, es posible que, a pesar de que no existan diferencias significativas (antes de
los 84 dia de edad, etapa comprendida en el periodo prenatal) en el peso corporal
materno previo al apareamiento, la composicién corporal pueda ser diferente entre los
grupos experimentales, debido a que probablemente la dieta alta en grasa incrementé la

cantidad de grasa corporal materna.

Se sabe que los cambios metabdlicos de la dieta alta en grasa preceden al aumento de
peso corporal, debido a esta posibilidad y con el fin de prevenirlo, se inici6 la
administracién oral de Met un mes previo al apareamiento; dicha intervencion no produjo
cambios en el peso corporal materno en las hembras alimentadas con dieta control (Fo
CMet), ni en las alimentadas con dieta alta en grasa (Fo OMMet), por lo que es posible
mantener la adiposidad excesiva con un agente antihiperglucemiante como lo es la Met,
cuyo fin es obtener un mejor control de la glicemia materna, antes y durante la etapa de

gestacion sin modificar el peso corporal materno.

Se observo, entre las madres C y las madres OM, que la tendencia en que ocurrio la
ganancia de peso corporal aumenta gradualmente durante la gestacion, acelerandose
mas conforme se acerca el parto, en donde las madres OM tuvieron un mayor peso

corporal significativo respecto a las madres C. Sin embargo, la ganancia de peso no
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parece modificarse por el tratamiento con metformina, aunque el peso corporal materno

arranca mas alto por parte de las madres OMMet al inicio de la gestacion.

En los tres primeros dias de lactancia, el peso corporal materno fue significativamente
diferente entre los grupos OM y OMMet respecto a los grupos C y CMet. Posteriormente,
se observo una reduccidn gradual del peso corporal en el grupo OM hasta alcanzar un
comportamiento similar al grupo C en el resto de dicha etapa. Esta disminucion tiene una
implicacidén importante, ya que la reduccion de peso corporal materno puede estar ligada
al incremento en la concentracién de lipidos en la leche a expensas de la movilizacion
de la grasa corporal materna, alterando la alimentacion de los descendientes en la etapa
de la lactancia (Bautista-Carbajal 2013, Bautista et al 2016), siendo este un factor de

programacion sobre la descendencia.

A lo largo de la lactancia, las madres experimentales no se intervinieron con Met, es
interesante sefalar que los efectos benéficos de este agente hiperglucemiante se
pueden reflejar aun después de haber concluido el tratamiento farmacolégico en el

metabolismo materno.

Al término de esta etapa (21 dias después del parto), en el presente estudio, los
parametros metabdlicos en madres obesas intervenidas con Met, fueron cuantificados
observandose efectos positivos en la glicemia (glucosa) y el IRI, parametros que se
redujeron significativamente respecto a las madres OM, las cuales desarrollaron
hiperglicemia y un mayor IRI comparadas con las madres C, tales alteraciones

mencionadas se atribuyen a la dieta alta en grasa ingerida a lo largo de su vida.

Se observo que la Met tuvo un efecto a largo plazo para la prevencion de la Rl
(hiperglicemia), condicién metabdlica que se da de forma gradual. Este hallazgo sirve

como protocolo a realizar intervenciones maternas solo previas a la gestacion.

Otro efecto positivo que se observo a consecuencia de esta biguanidina fue el efecto
sobre la concentracion de insulina, cuya funcion es aumentar la sensibilidad de los
receptores de insulina a nivel celular (Martindale & Westcott 2008), y la cual no presenté
diferencias significativas entre las madres Fo experimentales, sélo el hecho de que las
madres OM secretan mayor insulina que el resto de ellas.
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Al parecer la intervencién con Met previa y durante la gestacion, también tuvo un efecto
benéfico en el perfil lipidico de las madres obesas, el cual se mantuvo hasta el final de
la lactancia. La concentracion de TG en suero se redujo significativamente en el grupo
materno OMMet respecto al grupo materno OM. No obstante, no se redujo la cantidad
de TA ni la concentracién de leptina, cuyo perfil en suero se explica al hecho de que las
concentraciones circulantes de dicha hormona polipeptidica son proporcionales a las
reservas adiposas del organismo (Rosado et al 2006), ademas de que continuaron
ingiriendo una dieta alta en grasa al término de la lactancia. Resumiendo, el dafio
metabdlico en las madres Fo, correspondientes al grupo OM, permanece a lo largo de la
lactancia a pesar de tener un peso corporal de forma similar al grupo C al término de

dicha etapa.

Los cambios en la alimentacién de las crias durante la etapa de la lactancia son factores
suficientes para programar el metabolismo de la descendencia. En modelos animales,
se ha reportado que en camadas reducidas, la ingesta de leche materna en las crias es
mayor con respecto a las crias de camadas de tamafio estandar (8 6 12 crias),
observandose diferencias significativas en peso y composicion corporal entre los
descendientes (Wurtman & Miller 1976). En otro modelo experimental, se ha reportado
que, por la técnica de ‘cross-fostering’ (transferencia de camadas de una madre biolégica
a una madre adoptiva temporal y viceversa), las crias de madres obesas amamantadas
con leche materna control durante la lactancia normaliza las alteraciones metabdlicas
causadas por la obesidad, tales como el peso corporal, concentracion de leptina, perfil

lipidico e insulinemia (Miranda et al 2017).

Dentro de este trabajo de investigacion, se podria pensar que las crias se programaron
a través de la leche materna proveniente de madres OM, quienes, de acuerdo a lo
reportado en otros trabajos, producen cantidades mayores de leche con un contenido

elevado de lipidos respecto a las madres control (Del Prado et al 1999).

Sin embargo, durante y al término de la lactancia, la reduccion del peso corporal materno
Fo aunado con el incremento de TG en este estudio, podria relacionarse con la
movilizacion de grasas a través de la leche materna. Este comportamiento se ha
demostrado en perfiles lipidicos de ratas lactando, en los cuales se ha observado un
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incremento en las VLDL circulantes, que permanecen hasta tres semanas post-parto
(Bosch & Camejo 1967). Esto nos lleva a suponer que los lipidos movilizados en la madre
finalmente llegaran a la cria a través de la leche materna, teniendo un efecto negativo

sobre la programacién del desarrollo de las crias, como se menciond anteriormente.

Crias macho F

Existe evidencia sustentable de que la obesidad materna produce diversas alteraciones
metabdlicas a nivel fetal, neonato y en la etapa adulta de su descendencia (Elahi et al
2009, Srinivasan et al 2006b). En el utero, la exposicion a un exceso de lipidos maternos
puede afectar una serie de rutas en el desarrollo de los érganos, como higado, musculo
esquelético, TA, cerebro y pancreas (Bringhenti et al 2013). Este fendmeno se denomina

como “programacion fetal” (Bouanane et al 2010).

Parametro al Nacimiento (0 d).

Varios estudios epidemioldgicos y en animales experimentales han demostrado que la
restriccion materna de nutrientes o la sobrealimentacion, asi como la obesidad o el
consumo de dietas alta en grasa durante el embarazo, predisponen a la descendencia a
desarrollar efectos sobre el peso de nacimiento del producto (Berry et al 2013). Por lo
que se esperaria que las crias de madres obesas (F1 OM) presentaran un mayor peso

corporal comparadas con las crias de madres control (F1 C) (Gil Hernandez 2010).

Sin embargo, en el presente trabajo, se registré que el peso corporal al nacimiento no
presentd diferencias entre los descendientes macho F1 de los grupos maternos
alimentados con dietas distintas (Zambrano et al 2010), lo cual es consistente con los
resultados obtenidos en diversos modelos experimentales disefiados para el estudio de
los efectos de la dieta materna en la programacion del desarrollo (Armitage et al 2005,
Shankar et al 2008, Zambrano et al 2010).
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Aunque el peso corporal no haya variado, se pueden inferir dos situaciones. La primera,
que la composicién corporal al nacimiento puede ser diferente aun con un mismo peso
corporal o, la segunda, que efectivamente, no hayan ocurrido cambios o nada en la
descendencia, considerandose dicho parametro posiblemente como una medicién pobre

de la calidad del ambiente intrauterino.

No obstante, se puede concluir que el peso corporal no es necesariamente alterado en

las crias programadas por la obesidad materna.

Parametros alos 110 d

Varios estudios en animales, han descrito que la obesidad materna esta asociada a la
hiperfagia mediante la regulacién de la programacion del apetito, en su descendencia
(MUhlhausler 2007, Samuelsson et al 2008). En el caso contrario del peso corporal, se

han informado efectos variables propiciados por la obesidad materna (Desai et al 2013).

En este estudio experimental, a los 110 d, no se observaron cambios significativos en el
peso corporal ni en la ingesta de alimento entre los cuatro grupos experimentales macho
Fi: C, CMet, OM y OMMet, respectivamente. Sin embargo, si se detectdé un incremento
significativo en la adiposidad, es decir, existe una desregulacién metabdlica en las crias
macho provenientes de madres obesas. La intervencion materna con Met no tuvo efecto

sobre estos parametros evaluados en la descendencia adulta joven.

Estudios en roedores, sugieren que la obesidad materna esta asociada al aumento de
adiposidad (acumulacion de grasa) en su progenie dentro de la etapa adulta. Con base
en los resultados experimentales en este estudio, los machos OM desarrollaron un
incremento en la adiposidad respecto a los machos C. Este efecto se atribuye a la
exposicidon de la obesidad materna, la cual esta relacionada a la programacién de genes
importantes para la diferenciacién y funcion de los adipocitos (Bayol et al 2008, Nivoit et
al 2009).

Por esta razén, se podria decir que las madres obesas que continuaron alimentandose

con dieta alta en grasa a lo largo de su vida hasta la lactancia, influyé posiblemente en
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la adipogénesis de su descendencia macho. La adipogénesis es el proceso del desarrollo
de precursores de células madres que producen tanto la proliferacion como la

diferenciacion de los preadipocitos (Ailhaud et al 1992).

Por otra parte, la cantidad de leptina circulante esta altamente correlacionada con la
adiposidad, dado que éste expresa numerosos factores que pueden estar implicados en
la modulacion de la adipogénesis (Park et al 2004). La cuantificacion de leptina nos
senala de forma indirecta si las crias presentan mas cantidad de grasa corporal, ya que

a mayor contenido de TA mayor produccion y secrecion de leptina (Rosado et al 2006).

En la literatura cientifica se ha descrito que las alteraciones en los mecanismos centrales
del gasto energético, juegan un papel importante en el desarrollo de la obesidad. La
insulina y la leptina normalmente controlan la ingesta de alimento a través de sus

receptores en el nucleo arcuato hipotalamico (ARC) (Bouret & Simerly 2006).

En la rata, la obesidad materna inducida por una dieta alta en grasa antes y durante la
gestacion, altera la sefalizacion de la leptina y la expresion de péptidos orexigénicos y
anorexigénicos (aumentan y disminuyen la ingesta de alimento, respectivamente) en el

hipotalamo fetal de la cria (Gupta et al 2009).

Con base en los resultados obtenidos, el IA y la concentracidén de leptina en suero de las
crias F1 macho, se aprecia que el grupo OM present6 una acumulacion de grasa corporal
significativamente mayor respecto al grupo C; un comportamiento de forma similar con
la concentracion de leptina en las crias provenientes de madres obesas, lo cual

concuerda con lo ya reportado (Rosado et al 2006).

Este incremento del IA en las crias OM, normalmente se le atribuye a una elevada ingesta
de alimento. Sin embargo, todos los grupos experimentales de este estudio, comieron la
misma cantidad de alimento (dieta control) después del destete hasta los 110 d, por lo
que las crias OM no desarrollaron hiperfagia a diferencia de cémo lo reportan otros
investigadores (Matthews et al 1985, Muhlhausler 2007, Samuelsson et al 2008)).

Este efecto propio de la obesidad materna se justifica a que las crias macho OM se

programaron para desarrollar hiperleptinemia, es decir, la acumulacion de grasa corporal
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aumenté significativamente, asi como la concentraciéon de leptina en suero, la cual a
mayores concentraciones se hubiese inhibido el apetito, caso que no fue asi, ya que los
machos OM no redujeron su ingesta, sino que se tornaron resistentes a la leptina
(Scarpace & Zhang 2009).

Sin embargo, la intervencién materna con Met previo y durante el embarazo, redujo
parcialmente el efecto de la obesidad materna sobre la adiposidad y la concentracion de

leptina en suero, en los machos OMMet con respecto a los machos OM.

Otro factor a considerar, relacionado con la adiposidad, es el tamano celular, en este

caso, el tamafio del adipocito.

La obesidad materna promueve la acumulacion excesiva de grasa corporal en la
progenie, predisponiéndola a la obesidad en la vida adulta (Segovia et al 2014, Zambrano
& Nathanielsz 2013). A nivel celular, se ha observado que a partir de la ingesta
alimentaria constante de un exceso de energia esto repercute en que los adipocitos
desarrollen hipertrofia debido a la necesidad de satisfacer ese almacenamiento de

energia incrementada (Salans et al 1973).

Se sabe que el TA secreta un amplio rango de factores bioactivos denominados
adipocinas (Ouchi et al 2003), las cuales tienen un rango de papeles fisiologicos
esenciales que comprenden la diferenciacién del adipocito, metabolismo de glucosa y
lipidos, saciedad, regulacién inmunitaria, funcion cardiovascular y funcion
neuroendocrina. La alteracion en la secrecién de las adipocinas causa una alteracion en
la comunicacién con otros 6rganos y contribuye al desarrollo de alteraciones inducidas
por la obesidad tales como Rl y SM (Ouchi et al 2003).

El TA estd compuesto, principalmente, de preadipocitos y adipocitos, con pocos
leucocitos inflamatorios en individuos sanos. Durante la obesidad, la composicion, el
fenotipo y la funcion del TA son alterados. La persistente captacion de energia en exceso
causa que el TA experimente hipertrofia (incremento del volumen del adipocito) en un
intento por cumplir las necesidades de almacenamiento de energia. La obesidad
hipertréfica se asocia en su mayoria a una obesidad abdominal, relacionandose a una

mayor RI, asi como el riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo Il y enfermedades
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cardiovasculares (Jung & Choi 2014). Considerando todo lo anterior, se puede inferir, en

este estudio, que las crias de madres obesas desarrollaron mayor RI.

La acumulacién de TG conlleva a la expansiéon del TA, que se combina con la inflamacion
cronica local en forma de filtracion por las células inmunes. Clasicamente, la inflamacién
se considera un proceso negativo y perjudicial en la regulacion del metabolismo,
especialmente para la inhibicién de la funcion del TA y la induccién de la Rl (Wang & Ye
2015).

Se cree que algunos aspectos del metabolismo como la Rl (McLaughlin et al 2007, Yang
et al 2012) y la secrecion de adipocinas (Skurk et al 2007) dependen de una distribucién

precisa del tamafio del adipocito, mas que del tamafo promedio de las células.

Dentro del grupo de investigacion, se ha comprobado que la obesidad materna programa
la hipertrofia del adipocito en la progenie (Zambrano & Nathanielsz 2013), por lo cual en
este modelo experimental se decidié evaluarlo nuevamente, en las crias macho F1
experimentales de 110 d, con el fin de observar si la intervencién materna con Met

produciria algun cambio significativo en la distribucion del tamafio del adipocito.

Tanto en el diagrama de cajas y bigotes como en los histogramas de frecuencia relativa,
se confirma experimentalmente, lo que anteriormente se habia descrito. Con base en las
medianas, se observa que el grupo macho OM presentd un aumento significativo en el
tamano del adipocito comparado con el grupo macho C, es decir, el adipocito desarrollé
hipertrofia ocasionada por la obesidad materna. Si bien, el tamano medio del adipocito
no presenté diferencias significativas entre los grupos macho OM y OMMet, se observa
en los valores extremos (puntos mayores al percentil 90) que la intervencion con Met en
las madres obesas fue capaz de reducir el tamafio de los adipocitos mas grandes en las
crias OMMet. Esto conlleva a implicaciones metabdlicas y fisiolégicas muy importantes
dado que los adipocitos de mayor tamafio estan asociados a una alta secreciéon de
citoquinas proinflamatorias, estrés oxidante y Rl (Jung & Choi 2014, Kléting & Bluher
2014, Segovia et al 2014).

Cabe sefalar que, dentro del estudio, este parametro fue el uUnico en el que la
intervencién materna con Met tuvo un efecto negativo sobre el grupo CMet, dado que se
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observo un incremento significativo en el tamafo del adipocito respecto al grupo C. Una
posible causa que explicaria este resultado seria que, durante la lactancia, las madres
CMet tuvieron una baja produccion de leche materna, la cual programé negativamente a
su descendencia al no proveerle los nutrientes adecuados a través de ésta. Dentro de
nuestro equipo de trabajo, se reportan efectos similares en modelos experimentales con

restriccion proteinica materna (Guzman et al 2014, Reyes-Castro et al 2012).

De acuerdo a la distribucion de tamafo del adipocito, en este estudio, representada
graficamente por medio de histogramas de frecuencia relativa, se observo en los cuatro
grupos experimentales, presentan una distribucion sesgada a la derecha, donde la moda
y la mediana son menores a la media aritmética haciéndola asimétrica, lo cual no se
ajusta a la distribucion normal, sino a la funcién de densidad de probabilidad gamma

(FDP gamma; Ecuacion 7).

En los histogramas de frecuencia, con base en la distribucién gamma, se observa que la
dispersion de los datos es mayor en crias OM respecto a crias C, ya que se puede
apreciar como la curva del grupo OM se desplaza a la derecha, es decir, a valores mas
grandes del tamafio del adipocito. Mientras que la curva correspondiente al grupo OMMet
presenta una menor dispersion en comparacion al del grupo OM. Esta tendencia coincide
con los valores extremos, ubicados en los percentiles 90 y 10, del diagrama de cajas.
Esto sefnala, de forma representativa, que el tamafo del adipocito en los descendientes
obesos de madres intervenidas con Met previo y durante la gestacion, si presentaron

una mejoria en su tamano

Los adipocitos son células altamente especializadas que mantienen la homeostasis de
la energia del cuerpo regulando el metabolismo de glucosa y de lipidos (Spiegelman &
Flier 2001).

En el metabolismo de lipidos, se reporta que la concentracién de TG en sangre esta
asociada, ademas de la ingesta, al contenido de TA presente en el organismo, el cual a

mayor cantidad, mayor liberacion de TG circulantes (Berry et al 2013).

En este estudio, la concentracién de TG en las crias OM incrementaron de forma
significativa respecto a las crias C, esto se cumple con base en la cantidad de TA
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presente en los machos OM. No obstante, la intervencién materna con Met produjo un
valor intermedio de TG en las crias OMMet ya que no fue diferente de los machos C ni

de los machos OM.

Por otro lado, el unico parametro del perfil lipidico en el que no se observaron cambios
significativos entre los machos experimentales, fue la concentracion de colesterol en
suero, comportamiento previamente reportado en otros trabajos de la linea de
investigacion (Zambrano et al 2010). Esta molécula se caracteriza por obtenerse a través
de la dieta, sin embargo, no es una forma de almacenamiento energético que origine
algun desbalance, ya que bioquimicamente se comporta como componente de
membranas celulares y como precursor de hormonas esteroideas y acidos biliares
(Lehninger et al 2008).

Dado que la concentracion de TG suelen ser empleados como indicadores de la
acumulacion intracelular de lipidos, cuya concentracion elevada puede provocar un
estado de lipotoxicidad, que a su vez puede alterar el metabolismo de la glucosa y de los

mismos lipidos.

Se ha demostrado que la dieta de cafeteria (en donde se incrementan 17% de grasa y
68% de carbohidratos) materna durante la gestacion y la lactancia causa esteatosis
hepatica en la descendencia adulta. Los crias macho de madres obesas, con este tipo
de dieta, muestran un incremento significativo en las concentraciones de glucosa,
insulina, leptina, VLDL vy lipidos en suero asi como la reduccion permanente de la (3-

oxidacion hepatica y el incremento en la lipogénesis hepatica (Bouanane et al 2010).

En cambio, en este estudio experimental, las crias macho OM no desarrollaron
hiperglicemia a los 110 d, dado al tipo de dieta que recibieron las madres experimentales
en el embarazo y la lactancia, la cual fue una dieta alta en grasa, cuya composicion difiere
a la dieta de cafeteria. Ambas inducen obesidad en la rata, pero sus componentes varian
entre si, la dieta de cafeteria comprende de un mayor porcentaje de carbohidratos (56%)
que de grasa (18.7%) (Higa et al 2014) comparada con la dieta alta en grasa, (42% y
25%, respectivamente (Zambrano et al 2010)). Por esta razén las crias macho obesas

de madres alimentadas con dieta de cafeteria desarrollan intolerancia a la glucosa,
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mientras que las crias macho obesas de madres alimentadas con dieta alta en grasa

induce a mayores cambios en el perfil lipidico.

Como ya se menciond, la obesidad materna estd asociada al desarrollo de la
hiperinsulinemia en su descendencia (Samuelsson et al 2008). Esta programacion
predispone a los islotes pancreaticos a generar una mayor secrecion de insulina
(Srinivasan et al 2006a, Zambrano et al 2016), cuyo efecto se observa en el incremento

de la concentracion de insulina en las crias macho OM de este estudio experimental.

La resistencia a la insulina inducida por la obesidad es un factor de riesgo conocido para
el desarrollo de la diabetes mellitus tipo IlI, enfermedades cardiovasculares y otras
enfermedades cronicas, esto debido a la citoquinas derivadas de los adipocitos como
TNF-aq, la cual ha demostrado inducir la RI (Picchi et al 2006). Este parametro metabdlico
se presentd de forma incrementada significativamente en la descendencia adulta joven

de madres obesas comparadas con la descendencia de madres control.

En este estudio, la obesidad materna produjo cambios en el metabolismo de
carbohidratos, donde las crias OM desarrollaron hiperinsulinemia con normoglicemia y
RIl. Sin embargo, la intervencién con Met en madres obesas tuvo un efecto en la
concentracion de insulina e del IRI de las crias OMMet al obtener valores intermedios

entre el grupo C y OM, pero, sin cambios en la glucosa.

La Met es un farmaco antidiabético cuya funcion principal es disminuir la
gluconeogénesis hepatica (Pernicova & Korbonits 2014). Se reporta que esta molécula
tiene la capacidad de cruzar la placenta (Charles et al 2006) por lo cual ésta podria

afectar o actuar sobre el metabolismo tanto materno como del feto.

En un estudio reciente (Harris et al 2016), se reporta que la Met (300 mg/d/kg p.c.),
administrada durante la gestacion en madres obesas, atenud algunas alteraciones
metabdlicas, propiciadas por la obesidad materna, en su descendencia. La exposicion
fetal a la metformina redujo la cantidad de AG y de marcadores proinflamatorios a nivel

hepatico (19 d de gestacion).
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Los hallazgos experimentales de dicho estudio, denotaron que el tratamiento con Met
tiene un efecto antiinflamatorio en el higado fetal, el cual puede producir cambios

benéficos a largo plazo, sugiriendo una programacion positiva a nivel hepatico.

Con base en las evidencias descritas anteriormente, dentro de nuestro estudio, se podria
especular, que las madres obesas intervenidas con Met antes y durante el embarazo,
programaron de forma directa al feto y sus érganos, en especial: el higado. Como bien
se sabe, el higado es el érgano por excelencia que, en general, controla en gran medida
el metabolismo de lipidos, lo cual concuerda al existir un mejor manejo de los TG en las
crias macho OMMet, cuyas concentraciones disminuyen parcialmente, asi como la
reduccion en el tamafio excesivo de los adipocitos. Sin embargo, al no existir cambios
de reduccion en el tamafio medio del adipocito en el grupo OMMet respecto al grupo OM,
esto nos sefala que la programacién del adipocito no es modificado por la intervencion

materna con Met como se esperaba.

Dicho esto, la Met tiene un efecto benéfico en mejorar el metabolismo hepatico, tanto de
carbohidratos como de lipidos tanto en las crias como en la madre obesa. Mas no a nivel

de TA, el cual puede estar compensando un poco la hipertrofia de este tejido.
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CONCLUSION

El control de la glicemia a través de la intervencién con Met, un mes previo y durante la
gestacion en madres obesas, es capaz de contrarrestar, en parte, algunos de los efectos
adversos propiciados por la obesidad materna, en el metabolismo de lipidos y glucosa

tanto de la descendencia como de la propia madre.

Sin embargo, la programacion en el metabolismo de lipidos y glucosa es multifactorial
por lo que la intervencion con Met necesitaria complementarse con cambios en el estilo

de vida para observar efectos significativos.
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ANEXOS

Anexo |. Procedimiento para la elaboracion de dietas experimentales.
Los reactivos utilizados para la elaboracién de las dietas se enlistan a

continuacion:

e Caseina libre de vitaminas, de Harlan Teklad

e L-Cistina Diclorhidrato,de Sigma Aldrich

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

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

e 0-Celulosa de Sigma Aldrich

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

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

e Aceite Comestible Puro de Soya Nutrioli® de Ragasa Industrias S.A. de C.V.
e Manteca de cerdo de JC Fortes®

e Azucar refinada de Great Value®

La dieta fue elaborada de la siguiente manera

1. Se pesd segun la formulacion mencionada en el texto la cantidad correspondiente
de cada componente por separado usando la balanza analitica Sartorius®
ED623SCW asi como la bascula EURA® 2000/100 (cap. max.=100 kg y d=50 g),

segun la sensibilidad requerida en cada caso.

2. Se adiciond primero la cantidad requerida de manteca de cerdo en la mezcladora
de paletas y se accioné en velocidad intermedia durante 5 minutos o bien hasta

que la manteca se distribuyera uniformemente en el fondo.

3. Se mezclaron todos los componentes soélidos durante 5 minutos en velocidad baja
en la mezcladora (siendo las mezclas: de vitaminas AIN-76 y de minerales AIN-

93VX las ultimas en incorporarse).
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4. Despues, sin detener el mezclado se agrego la cantidad correspondiente del

aceite de soya.
5. A velocidad intermedia se mezcld por 5 minutos mas o hasta haber obtenido una
masa homogeénea de consistencia adecuada para ser roida por los animales y a

la vez ser moldeada con las manos.

6. La dieta se almacend en bolsas de polietileno opacas, por lapsos no mayores a

un mes en un cuarto frio de 4°C.
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Anexo Il. Especificaciones de la Metformina (FICONAX®).

Denominacion genérica: Metformina.

Forma farmacéutica y formulacion: Tabletas. Cada tableta contiene: Clorhidrato de

Metformina 850 mg y 1 g. Excipiente cbp una tableta.

Presentacion: 30 tabletas.

Este producto es hecho en México por: Laboratorios PiSA, S.A. de C.V. Av. Miguel
Angel de Quevedo No. 555. Col. Romero de Terreros, C.P. 04310, Deleg. Coyoacan.
CDMX., México.

Numero de registro del medicamento: 299M2000 SSA.

Dosis diaria empleada: 300 mg de metformina/dia/kg de peso corporal como vehiculo

se uso6 una soluciéon de carboximetilcelulosa al 0.5%.
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Anexo lll. Técnica estandar de la tincion con hematoxilina-eosina (HE).

Preparacion de las muestras.

Una vez en el laboratorio, las muestras sumergidas en PBS se colocaron en un casete
de hidratacion para analisis histoldgico (Histosette |, Simport®), posteriormente se fijaron
en formol al 10% para luego ser deshidratadas en concentraciones crecientes de alcohol,
iniciando con etanol (J.T. Baker®) al 96% tres veces por 1 h cada una y después en
etanol absoluto dos veces por 1 h cada una, continuando con la secuencia en etanol
absoluto (50%) — xilol (50%) (Fermont®) por 1 h, seguido de xilol dos veces por 1 h cada
uno y finalizando con parafina dos veces por 1 h cada una, este proceso fue realizado

de manera automatica en Histoquinete (TP1020, Leica®).

Una vez terminado el procesamiento del tejido, las muestras fueron incluidas en parafina
(Paraplast®), para posteriormente obtenerse cortes en micrétomo (RM2125 RTS, Leica
®) de 5 ym que se colocaron en laminillas (Deltalab®) previamente tratadas con Poli-L-
Lisina (P8920,Sigma-Aldrich®), las cuales fueron desparafinadas en un horno a 60°C

durante 20 min. Se continud con la desparafinizacion y tincién del tejido colocando las
laminillas en un rack que contenia xilol, concentraciones decrecientes de alcohol y

colorantes.

El proceso de tinciéon HE fue el siguiente:

- Xilol I entrada 10 min

- Xilol Il entrada 10 min

- Xilol lll entrada 10 min

- Etanol | al 100% entrada 5 min

- Etanol Il al 100% entrada 5 min

- Etanol | al 95% entrada 3 min

- Etanol Il al 95% entrada 3 min

- Etanol al 70% entrada 3 min

- Etanol al 50% entrada 3 min

- Agua Enjuague
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- Hematoxilina 10 min

- Agua Enjuague
- Alcohol al 100% Enjuague
- Agua Enjuague
- Eosina 1 min

- Etanol al 95% salida 3 min

- Etanol | al 100% salida 3 min

- Etanol Il al 100% salida 3 min

- Xilol | salida 5 min

- Xilol Il salida 5 min

- Xilol lll salida 10 min

Finalmente, las laminillas ya tefiidas fueron selladas con entellan (Merck®).
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Anexo |V. Determinaciéon de hormonas.

A. Cuantificacion de leptina

A.l. Reactivos

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

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

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

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

mezclado con reactivo A.

. Marca Radiactiva (Leptina-'2°|): Leptina de rata marcada con '?°| (<3 uCi) 111 kBq

liofilizada para reconstituirse con el reactivo D.

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

cobayo.

. Estandares de Leptina: Leptina de rata recombinante disuelta en reactivo A a las

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

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

determinadas disueltas en reactivo A.

. Reactivo Precipitante: Suero de cabra anti-suero de cobayo, PEG al 3% y triton
X-100 al 0.05% en PBS 0.05 M, EDTA 0.025 M y azida de sodio al 0.08%.
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A.2. Procedimiento

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

describe de manera breve a continuacion.

Dia 1: Se usaron tubos de ensayo de borosilicato de 12 x 75 mm y se depositd en
cada uno de ellos 100 pL ya sea: de cada muestra sérica, de estandares (por duplicado),
de controles de calidad o de amortiguador de ensayo (por triplicado) para la
determinacidn de uniones totales, posteriormente a todos estos se agregaron 100 uL de
anticuerpo anti-leptina y se mezclé con vortex. También ese mismo dia en otros tubos
se colocaron 300 y 200 uL de amortiguador de ensayo unicamente y por duplicado para
la determinacion de uniones inespecificas y cuentas totales respectivamente. Todos los

tubos se incubaron por 24 h a temperatura ambiente.

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

ambiente.

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

calcular la concentracion de cada muestra en ng/mL.
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A.3. Curva de calibracion de leptina

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

funcion logistica de cuatro parametros para la curva patron (Figura A.1).

Ecuacién A.1 Curva de Calibracion de leptina

6000
\
\\ 4. a—d
— | y= b
E 4500 1+ (_)
g C
©
g 3000 | r= 0.9766
§ Donde:
=] a= 5782.18
S 1500 - 2 = 1.18
c= 2.47
= 621.53
0
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00
Concentracion de leptina (ng/mL en escala log.)

Figura A.1. Curva de calibracién para la determinacién de leptina. La linea continua corresponde a la
funcion logistica mostrada. Los datos de los estandares son mostrados con un punto. El eje de las abscisas
se muestra en escala logaritmica.
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B. Cuantificacién de insulina
B.1. Reactivos
El estuche de para determinacion de insulina consistio en los siguientes reactivos:

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

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

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

mezclado con reactivo A.

C. Marca Radiactiva (Insulina-'?°l): Insulina de rata marcada con 2% (<5 uCi) 185

kBq liofilizada para reconstituirse con el reactivo D.

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

como vehiculo.

E. Estandares de Insulina: Insulina de rata purificada en Amortiguador para estandar

a las siguientes concentraciones: 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 y 10.0 ng/mL

F. Controles de Calidad 1 y 2: Insulina de rata purificada disuelta en reactivo A a la

concentracion establecida.

G. Reactivo Precipitante: Suero de cabra anti-suero de cobayo (IgG) PEG al 3% y

tritdn X-100 al 0.05% en PBS 0.05 M, EDTA 0.025 M y azida de sodio al 0.08%.

B.2. Procedimiento
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La cuantificacion por RIA se llevo a cabo de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante, la determinacion se llevd a cabo durante tres dias y el procedimiento se

describe de manera breve a continuacion.

Dia 1: Se usaron tubos de ensayo de borosilicato de 12 x 75 mm y se depositd en
cada uno de ellos 100 yL ya sea: de cada muestra sérica, de estandares (por duplicado),
de controles de calidad o de amortiguador de ensayo (por triplicado) para la
determinacion de uniones totales, posteriormente a todos estos se agregaron 100 yL de
marca radiactiva (insulina-'2%l), y se mezclé con vortex. Posteriormente, de igual manera
se agrego a todos los tubo 100 uL del anticuerpo especifico para insulina. También ese
mismo dia en otros tubos se colocaron 200 y 100 yL de amortiguador de ensayo
unicamente y por duplicado para la determinacion de uniones inespecificas y cuentas
totales respectivamente. Todos los tubos se mezclaron con vortex y se incubaron por 24
h a 4°C.

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

calcular la concentracion de cada muestra en ng/mL.

81



B.3. Curva de Calibracion de insulina

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

funcién logistica de cuatro parametros para la curva patrén (Figura B.1.).

Ecuacion B.1 Curva de calibracion de insulina

12000
— BRI d+ a—d
= 9000 - Y= b
a 1+ (%)
9/ (4
el
S 6000 -
2 r= 0.9998
©
'g Donde:
&U 3000 - a= 10693.00
| b= 1.06
0 c= 1.10
d=
0.01 0.10 1.00 10.00 100.00 727.68
Concentracion de insulina (ng/mL en escala log.)

Figura B.1. Curva de calibracién para la determinacién de insulina. La linea continua corresponde a
la funcion logistica mostrada. Los datos de los estdndares son mostrados con un punto. El eje de las
abscisas se muestra en escala logaritmica.
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