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RESUMEN

Recientemente, se han descrito dos subpoblaciones de células f maduras e inmaduras,
las cuales podrian tener un papel importante en la regulaciéon del metabolismo de la
glucosa en el organismo. Ademas, se ha propuesto que dichas subpoblaciones surgen
durante el desarrollo embrionario. En este contexto, se ha sugerido que la obesidad
materna podria alterar su proporcion y, por lo tanto, ser el detonante de la aparicion de
enfermedades metabodlicas de su descendencia durante el transcurso de su vida
posnatal. Por lo tanto, nuestro objetivo fue conocer los efectos de la obesidad materna
sobre la proporcion de las subpoblaciones de células 3. En nuestro estudio se indujo
obesidad materna a través del consumo de HFD (dieta alta en grasa, high fat diet) 60%
(antes y durante la gestacion). El grupo FO OBS, se caracteriz6 por desarrollar obesidad
con un incremento del peso corporal, del TASC (tejido adiposo subcutaneo) y del TAV
(tejido adiposo visceral), glucosa de ayuno elevada, intolerancia a la glucosa,
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina, en comparaciéon con el grupo FO CTRL
alimentado con una dieta normocalérica. Sin embargo, no se observaron cambios en la
masa de los islotes y en la proporcion de células f maduras e inmaduras. Por su parte,
los machos gestados por madres obesas (F1 OBS), se caracterizaron por tener
intolerancia a la glucosa y disminucion en la proporcion de células 3 maduras y un
aumento en la proporcion de células $ inmaduras, a la SPN 18, en comparacién con el
grupo gestado por madres con normopeso (F1 CTRL); aun cuando ambos grupos de
hijos fueron alimentados con dieta estandar desde el destete. Esto nos permitié conocer
el efecto de la obesidad materna sobre las subpoblaciones de células B en la
descendencia y su papel en la predisposicion para el desarrollo de enfermedades
metabolicas. En vista de que en México gran parte de mujeres en edad reproductiva
padece obesidad, es fundamental entender los procesos subyacentes de los efectos
intergeneracionales de la obesidad materna sobre los hijos durante etapas tempranas del
desarrollo y que durante la vida adulta podrian comprometer su calidad de vida.




l. INTRODUCCION

Las células (3 se localizan dentro del pancreas en los islotes de Langerhans y mantienen
la homeostasis nutrimental en el organismo mediante la secrecion de insulina estimulada
por glucosa (GSIS, Glucose-Stimulated Insulin Secretion) (1). Se han identificado
diferentes subpoblaciones de células B con heterogeneidad en sus caracteristicas
moleculares, fenotipicas y funcionales. Ademas, se ha propuesto que estas
subpoblaciones pudiesen surgir durante el desarrollo embrionario, por un lado, debido a
la participacion de diferentes estructuras embrionarias que dan origen al pancreas y por
el otro, a las diferentes sefales locales que reciben las células B dentro del islote durante
su formacion y maduracion (2). Actualmente, se han descrito dos subpoblaciones de
células B con base en sus caracteristicas moleculares y fenotipicas relacionadas con un
estado de madurez o inmadurez. Se ha observado que las células B mas funcionales
tienen polaridad, es decir, se encuentran en forma de roseta alrededor de los vasos
capilares, con los transportadores GLUT2 localizados hacia las caras adyacentes a otras
células B y granulos de insulina almacenados en sitios cercanos al polo apical que esta
en contacto directo con el capilar. Posiblemente, este sea un mecanismo que le permite
a la célula B, llevar la secrecion de cantidades robustas de insulina al ser estimulada con

glucosa (3,4).

Actualmente, la proteina Flattop (FLTP), ha sido un util marcador para diferenciar a la
subpoblacion madura de la inmadura, ya que sus concentraciones aumentan cuando la
via Wnt/ polaridad de células planas (PCP) se encuentra activa. Se ha observado que,
las células B que expresan (FLTP+) constituyen el 80% del total de células 3 de los islotes.
Asimismo, estas células muestran caracteristicas que se relacionan con un estado de
madurez avanzado, con poca capacidad proliferativa, mayor expresion de genes
relacionados con la maduracion funcional de las células B (NKX6.1, MafA, y GLUT2), asi

como una mayor capacidad de sintesis y secrecion de insulina en respuesta a glucosa

(5).

Por otro lado, las células B que no expresan FLTP (FLTP-) muestran un fenotipo inmaduro

en el que se observa una mayor capacidad proliferativa, caracterizado por el aumento en
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la actividad de cinasas activadas por mitogenos (MAPK); una expresion baja de GLUT 2,

asi como una secrecion deficiente de insulina en respuesta a la glucosa (4,5).

Se ha propuesto que la proporcion de las subpoblaciones de células 8 maduras (FLTP+)
e inmaduras (FLTP-) confiere flexibilidad en la plasticidad y el recambio de dichas células
ante diferentes escenarios de estrés metabdlico como la obesidad. De forma que se ha
sugerido que la poblacion de células B maduras responde a la demanda de insulina:
mientras que la poblaciéon de células B inmaduras podria funcionar como un reservorio
de células 3 maduras que ayuda a mantener la masa de células B (MCB). Asimismo, se
ha propuesto que las células B inmaduras sustituyen (a través de un proceso de
maduracién) a las células f maduras que muestran dafo irreversible por agotamiento,

por ejemplo, en escenarios como la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (4,5).

En México, el porcentaje de adultos de 20 afios y mas con sobrepeso y obesidad es del
75% (6). Por su parte, la obesidad y el sobrepeso se caracterizan por la acumulacion
anormal de tejido adiposo corporal provocada principalmente por el consumo en exceso
de alimentos con alto contenido caldrico. Ademas, la obesidad y sobrepeso se
consideradan como un factor de riesgo para la aparicion del sindrome metabdlico (SM),
la DM2, enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer (7).

El tejido adiposo blanco (WAT, por sus siglas en inglés) es un organo endocrino
importante en la regulaciéon del metabolismo energético y se encuentra compuesto
principalmente por adipocitos de una sola vacuola lipidica. Estos tienen la capacidad de
liberar adipocinas, las cuales, incluyen a proteinas como la adiponectina y la leptina que
juegan un papel importante en la homeostasis metabdlica. Ademas, el WAT constituye
un reservorio energeético importante en forma de triglicéridos (TAG) sintetizados a partir
de AGL y glicerol (8).

Diversos estudios han demostrado que durante la obesidad el incremento del tamafio de
los adipocitos (hipertrofia), principalmente del TAV, esta relacionado con alteraciones en
la secrecidon de adipocinas. También se ha demostrado que los adipocitos hipertréficos

de TAV liberan cantidades elevadas de acidos grasos libres (AGL) y glicerol (9).
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El aumento en la concentracién plasméatica de AGL provocada por la disfuncion de los
adipocitos hipertréficos, provoca un aumento en la formacion y liberacién de lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL, por sus siglas en inglés, las cuales contienen colesterol y
TAG) sintetizados en el higado. Ademas, las concentraciones elevadas de AGL en
plasma, favorecen su acumulacion ectopica en diversos Organos (lipotoxicidad),
alterando diferentes vias de sefalizacion. Asimismo, el glicerol derivado del metabolismo
de triglicéridos puede ser utilizado como sustrato para la gluconeogénesis lo que puede
conllevar a un aumento en los niveles de glucosa, lo que genera glucotoxicidad. A si
mismo se puede definir a la glucolipotoxicidad (glucotoxicidad y lipotoxicidad), como a las
alteraciones estructurales y funcionales de los érganos a causa de las concentraciones

elevadas de lipidos y glucosa durante largos periodos de tiempo (1,8,10,11).

Entre las adipocinas liberadas durante la obesidad, algunas son proinflamatorias como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la resistina, la interleucina-6 (IL-6), las cuales,
promueven un estado de inflamacion crénica en todo en el organismo, el cual contribuye
aun mas a la disfuncién de los 6rganos (1,8). En conjunto, la glucolipotoxicidad e
inflamacion, en los érganos blanco de la insulina, pueden provocar alteraciones en su

respuesta a dicha hormona (resistencia a la insulina).

La disminucion de los efectos de la insulina relacionados con la internalizacién y el
metabolismo de la glucosa promueven el aumento de la glucemia. Esto resulta en una
sobreestimulacion de las células B para secretar insulina, lo cual, aunado a la
glucolipotoxicidad y la inflamacién conlleva a un estado de estrés metabdlico en la célula
. Bajo estas condiciones adversas, la célula B pierde progresivamente la capacidad para
secretar insulina, lo cual resulta en DM2 (1). En etapas avanzadas de la DM2, la tasa de
apoptosis en las células B, supera a la tasa de proliferacion, esto conlleva a la reduccién

de la MCB, y la disminucién de los niveles de insulina plasmatica (12).

En la actualidad, el 76.8% de las mujeres en edad reproductiva tiene obesidad y
sobrepeso (6). Mdltiples evidencias epidemiolégicas han mostrado que la descendencia

de madres obesas puede heredar el fenotipo de la madre (herencia intergeneracional)
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aun sin que los descendientes hayan sido expuestos a un entorno nutricional

obesogénico durante su vida adulta (13).

La incorporacion de modelos en roedores de obesidad materna inducida a traves de
dietas altas en grasa (HFD, por sus siglas en inglés), han permitido conocer el efecto de
la condicién nutrimental de las madres sobre algunos parametros metabdlicos de la
descendencia (peso, glucemia en ayuno, tolerancia a la glucosa, niveles plasmaticos de
insulina, entre otros) y sobre las células  del pancreas (masa de células 3, morfologia

del islote, entre otras) (14-18).

A pesar de la amplia evidencia actual, ningun estudio se ha enfocado a analizar el efecto
de la obesidad materna sobre las subpoblaciones de células  maduras e inmaduras y
su papel en el metabolismo de la descendencia masculina en la etapa adulta. Por lo tanto,
en el presente trabajo se plante6 como objetivo principal, conocer los efectos producidos
por la obesidad materna sobre las subpoblaciones de células B maduras/inmaduras (a
través del marcador FLTP) y su influencia en el metabolismo de la descendencia en la
edad adulta. Esto proporcionara informacion relevante acerca del papel de la obesidad
materna como factor de riesgo asociado al aumento de la susceptibilidad de desarrollar
enfermedades metabdlicas en los hijos y el papel que desempefian los cambios en las

subpoblaciones de células B en el aumento de dicha susceptibilidad.
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Il. MARCO TEORICO

Morfologia del pancreas y arquitectura de los islotes de Langerhans

El pancreas es una glandula mixta localizada detras del estbmago y adherida al duodeno,
en la cavidad abdominal (Figura 1A). EI componente exocrino comprende a las células
acinares secretoras de zimégenos de enzimas digestivas y los conductos que las
transportan hacia el duodeno, estas enzimas intervienen en la degradacion de nutrientes
provenientes de la dieta (Figura 1B). Por otra parte, el compartimento endocrino consta
de grupos pequefios de células llamados islotes de Langerhans que miden entre 50 a
200 um, y que contienen cinco tipos celulares; a, B, 8, PP y € que sintetizan las hormonas
glucagon, insulina, somatostatina, polipéptido pancreético y grelina, respectivamente.
Dentro de los islotes se encuentra una densa red capilar a través de la cual se transportan
al torrente sanguineo estas hormonas, cuya funcién principal es regular la homeostasis
de la glucosa (Figura 1C) (2,19).

En los roedores, dentro de los islotes la proporcion de células 3 es del 80%, siendo el tipo
celular mas abundante dentro del mismo islote. Las células B estan localizadas
principalmente en el centro del islote y se encuentran rodeadas por células a y & en
proporcién de 14% y 6% respectivamente. Por otro lado, las células pp y € representan
un porcentaje minimo de la masa celular dentro del islote. En contraste, la organizacion
de los islotes humanos es mas heterogénea, se ha observado que la localizacién de las
células B depende de la edad del individuo y el tamafo de islote. Asimismo, las
proporciones celulares varian entre el 28-75% para las células B, 10-65% para las

células a, 1.2—20% para las células 8, y, en porcentaje minimo las células pp y € (4).
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Figura 1. Morfologia del pancreas. A) Localizacion anatémica. B) Compartimento exocrino
compuesto por acinos y células ductales .C) Compartimiento endocrino; Islote de Langerhans en

roedor y arquitectura celular dentro del islote.

Células B y la secrecion de insulina estimulada por glucosa

Debido a su importancia en la homeostasis nutrimental en el organismo, la célula 3 es la
célula endocrina del pancreas mas estudiada. De manera general, se caracteriza por ser
la Unica capaz de monitorear constantemente los nutrientes circulantes, principalmente
glucosa, y responder a cambios en sus concentraciones a traveés de la biosintesis y

secrecion de insulina hacia el torrente sanguineo (1,20).
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La insulina es una hormona que estimula la sintesis y translocacién hacia la membrana
plasmatica del transportador de glucosa GLUT4 en adipocitos y células del musculo
estriado principalmente, lo que permite internalizar a la glucosa y utilizarla como fuente
de energia o convertirla en diversos productos a través de multiples rutas metabdlicas.
Dentro de sus actividades anabdlicas, promueve el almacenaje de nutrientes como los
acidos grasos en tejido adiposo y glucégeno en higado, induce la sintesis de proteinas,
y, estimula el crecimiento y la diferenciacion celular. Por otro lado, inhibe la produccion
hepéatica de glucosa, inhibe la lipdlisis y evita la degradacién de proteinas, después de la

ingesta de alimentos (1,20).

La secrecion de insulina es estimulada por distintos secretagogos que incluyen algunos
nutrientes, neurotransmisores, drogas y algunas hormonas producidas dentro del mismo
islote y otras hormonas como las incretinas. Sin embargo, el mecanismo de secrecion de
insulina estimulado por glucosa (GSIS) es el mas importante. En este proceso intervienen
interacciones entre diferentes eventos metabdlicos y la actividad de canales i6nicos
(1,21).

La GSIS depende en gran parte de la actividad eléctrica de la célula B. La célula B aislada
mantiene un potencial eléctrico en reposo de aproximadamente -70 mV a
concentraciones experimentales de glucosa extracelular por debajo de 3 mM. El aumento
de la concentracién de glucosa plasmética por arriba de 7 mM provocado por la ingesta
de alimento favorece su internalizacibn a través de los transportadores
transmembranales GLUT2 (SLC2A2) en roedores o GLUT1 (SLC2A1) en humanos.
Inmediatamente después, dentro de la célula la glucosa es fosforilada por la hexocinasa
IV, conocida como glucocinasa (GK), la cual, presenta una baja afinidad por este
nutriente. Debido a esto, se considera que la GK es el componente limitante principal que

regula el uso de glucosa en la célula B y por lo tanto también el flujo glucolitico (1,21).

La glucosa fosforilada ingresa a la via glucolitica en el citoplasma en donde se forma
piruvato. Este ultimo, se transforma en acetil-coA, que, a su vez puede ingresar al ciclo

de Krebs en la matriz mitocondrial para formar NADH y FADH. Estos ultimos, ingresan a
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la cadena transportadora de electrones, su aumento promueve el incremento de la fuerza
protén-motriz, necesaria para el proceso de fosforilacion oxidativa del adenosin difosfato
(ADP), formando el producto final adenosin trifosfato (ATP). Como resultado de este
proceso, se incrementa la relacion intracelular de ATP/ADP cuya consecuencia es el
cierre de canales de K* sensibles a ATP (Katp) que en conjunto con la actividad de
canales TRP no selectivos permiten la despolarizacion lenta de la membrana. Cuando el
potencial de membrana alcanza los -40 mV se da la activacién de canales de sodio
dependientes de voltaje (VGNS, por sus siglas en inglés) y canales de calcio
dependientes de voltaje (VDCC, por sus siglas en inglés) de bajo umbral que despolarizan
aun mas la membrana. Una vez que el potencial de membrana alcanza -20 mV
(aproximadamente), se activan los VDCC de alto umbral (principalmente de tipo L), lo
cual aumenta aun mas la concentracion de Ca?* intracelular y provoca rafagas de
potenciales de accidn superpuestos, que resultan en la exocitosis de granulos de insulina.
Después de la exocitosis de los granulos de insulina, los canales de K* dependientes del
voltaje (Kv) y los canales de K* dependientes de calcio (KCa) de alta conductancia
repolarizan la membrana, restableciendo el potencial de reposo y actuando como un
freno de la GSIS (Figura 2A) (1,21).

Es conocido que la secrecion de insulina es bifasica. La primera fase, ocurre poco
después de la estimulaciéon con glucosa y dura entre 5 a 10 minutos. En esta fase se
secretan de forma répida y transitoria los granulos de insulina de la reserva de granulos
previamente acoplados a la membrana. Se ha sugerido que la insulina que se libera
durante esta etapa desencadena la sintesis de glucogeno en el higado y juega un papel
importante en el control de la glucosa en sangre. Por otro lado, la segunda fase se
caracteriza por ser sostenida y mas larga. Esta fase comienza al término de la primera
fase y se mantiene hasta finalizar el estimulo con glucosa. La segunda fase de secrecién
de insulina implica la liberacion de granulos de la reserva de almacenamiento que no
estan previamente acoplados a la membrana, por lo que los granulos de insulina deben
ser procesados y movilizados hasta la membrana antes de ser secretados. Se ha
sugerido que la insulina secretada en esta fase esta implicada en la utilizacion de glucosa
por otros tejidos (Figura 2B) (21,22).
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El mecanismo molecular de la exocitosis permite el transporte y acoplamiento de granulos
de insulina a la membrana celular. Este proceso estd mediado por proteinas
intercambiadoras de GTP/GDP, las cuales, reclutan los granulos a la membrana. A
continuacion, la interaccién entre las proteinas sinaptobrevina (VAMP) de los granulos y
receptores de proteina de unidn a factor sensible a N-etilmaleimida soluble (SNARE),
como sintaxinal-A y SNAP 23/25 presentes en la membrana, permite la fusion de los

granulos con la membrana celular y la liberacién de insulina (Figura 2C) (1,21,22).
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Figura 2. Secrecion de insulina estimulada por glucosa A) Mecanismo general de GSIS
dependiente de la activacion de diferentes canales ibnicos en la membrana que regulan la

actividad eléctrica de la célula B y la secrecion de granulos de insulina. B) Diagrama de secrecion
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bifasica de insulina. C) Mecanismo de ensamblaje del complejo SNARE durante la exocitosis de

la insulina. Modificada de Hiriart et al. (1).

Organogénesis del pancreas; diferenciacion y maduracién de las

células B

La mayoria de las investigaciones sobre el desarrollo del pancreas se ha realizado en
ratones transgénicos, esto ha permitido definir los eventos moleculares necesarios para
la diferenciacion y el funcionamiento normal de las células 3. Este proceso comprende
una serie de cambios morfolégicos durante el desarrollo embrionario en donde
intervienen sefales extrinsecas como interacciones epitelio mesénquima o bien
intrinsecas que generan diferentes tipos celulares a partir de la expresién de diversos

factores de transcripcion (FTs) (2).

En el raton, el desarrollo del pancreas comienza con la transicion primaria en el dia
embrionario 8.5 (E8.5), mediante la expresion del FT “Pancreatic and duodenal
homeobox 1” (Pdx1) y “Pancreas Associated Transcription Factor 1a” (Ptf1a) en las
células progenitoras multipotentes (MPC, por sus siglas en inglés) de la region caudal del
intestino primitivo anterior. La expresion de estos FTs provoca aumento de la proliferacion
celular y la formacién de la yema dorsal del pancreas en el E9 y de la yema ventral 12

horas después (Figura 3A) (23).

Posteriormente, entre los E9 y E11.5, la yema dorsal recibe sefiales de la aorta dorsal,
mientras la yema ventral de la yema hepéatica, mesodermo de la placa lateral,
mesénquima circundante y mesodermo cardiaco. Estas sefales, provocan la
proliferacion masiva de las células en ambas yemas, permitiendo la formacion de un
epitelio multilaminar que consta de dos dominios. El primer dominio esta localizado en la
porcion externa de las yemas llamada “capucha” y se compone de células con polaridad
basal. El segundo dominio, también llamado “cuerpo” se subdivide en dos capas, una
capa que se localiza en la parte media de las yemas y se compone de células polarizadas

y no polarizadas y, una capa interna que contiene células con polaridad apical. Las
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células polarizadas desarrollan una estructura llamada microlumen entre los dias ~E10.5
y 11.5 (Figura 3B) (2,19,24).

La transicién secundaria se da entre E12.5 y E15.5, y, comienza con la fusion de los
microlumenes y la formacion de un plexo luminar central que se remodela hasta formar
un ducto en forma de tronco que se expande hacia el mesénquima circundante (Figura
5C). Al mismo tiempo, la parte apical del tronco se ramifica hasta formar una red tubular
con un patrén arborescente. A medida que el desarrollo continla, las puntas de las
ramificaciones forman las células exocrinas acinares. Paralelamente, en el E12.5 da
comienzo la rotacion del duodeno y del estbmago, provocando la fusion de las yemas

pancreaticas ventral y dorsal para formar un solo 6rgano (Figura 3D) (2,19).

Asimismo, durante la transicibn secundaria, en la region del tronco del pancreas
embrionario se encuentran células relacionadas con dos estirpes distintas. Un grupo de
estas células comienza a expresar el FT neurogenina 3 (Ngn3), el cual, las define como
células pre-endocrinas. El grupo de células que no expresa Ngn3, dara lugar al desarrollo
de células ductales, expresando factores como Sox9 y Hnflb. La expresion de Ngn3
juega un papel importante en el futuro de las células endocrinas, ya que frena
temporalmente el ciclo celular permitiendo la expresion de otros FTs especificos en la

diferenciacion de cada uno de los 5 tipos celulares endocrinos (2).

A continuacion, entre E12-16.5 las células con determinacion endocrina se delaminan del
epitelio del tronco, se diferencian, migran dentro del mesénquima y forman protoislotes
(Figura 3E). Es importante mencionar que las sefales que permiten la agregacion de las
células endocrinas aun no se conocen por completo. Se ha sugerido que es posible que
el mesénquima envie sefales a las primeras células diferenciadas para que estas se
agrupen, y estas a su vez, envian sefiales a las demas células endocrinas, potenciando
la migracion. Simultaneamente, con la migracion e integracion entre el E15.5-16.5, se
inicia el proceso de conexién con las proyecciones neuronales y el crecimiento de
capilares hacia el interior del islote, aunque su inervacion continua hasta la etapa posnatal
(Figura 3F) (2,19).
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La expresion de Ngn3 conduce a la expresion de Arx y Pax4, los cuales se inhiben
mutuamente. Debido a esto, el desbalance a favor de alguno induce la diferenciaciéon a
células a o B y © respectivamente. Después, la expresion Pdx1l y MafA, favorece la
diferenciacion de las células 3, ya que promueven la expresion del gen de insulina (ins).
También Pdx1 y Nkx 2.2 juegan un papel importante al inducir la transcripcion de GK y
GLUT2 involucrados en GSIS (19) (2). Por otro lado, la expresion de Nkx-6.1 es crucial
para el desarrollo, ya que aumenta la actividad proliferativa y permite que las células 8
mantengan sus caracteristicas fenotipicas funcionales. La interrupcion de Nkx-6.1 en
organismos adultos da como resultado la desdiferenciacién de células B a d y la reduccion
de la MCB durante la edad adulta (2).
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Figura 3. Etapas del desarrollo del pancreas. Transicion primaria: A) Evaginacion del
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despolarizacion y de células preendocrinas del tronco para formar el proto islote. F) Desarrollo de

los Islotes de Langerhans (puntos rojos). Modificada de Netter images (25).
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En roedores, al momento del nacimiento, todas las células f muestran un fenotipo
inmaduro, caracterizado por una secrecion deficiente de insulina y una alta capacidad
proliferativa. Las células B inmaduras siguen un patron bifasico de maduracion durante
las primeras semanas posnatales, posiblemente en respuesta a la dieta neonatal
compuesta por leche materna alta en lipidos y, posteriormente, en la transicion hacia una

dieta basada en carbohidratos (26).

La MCB presente en la vida adulta, esta determinada por el numero total de células B y
es importante, ya que de esta depende la capacidad del organismo para responder a la
demanda de insulina en diferentes condiciones metabdlicas. Se ha observado que la
MCB de la vida adulta, se establece durante las dos primeras semanas de vida a través
de la proliferacion de las células B inmaduras y de la neogénesis de pequefios islotes.
Durante estas dos semanas, la capacidad proliferativa disminuye paulatinamente y de
manera concomitante, se observa el incremento en la concentracion de los FT MafA y
Nkx-6.1. Estos FT promueven la expresion de GLUT2 y GK, proteinas necesarias para la

internalizacion y metabolismo de la glucosa, respectivamente (5,26).

La segunda ola de maduracion coincide con el inicio de la tercera semana de vida y el
destete. En este periodo, las células 3 inmaduras son pocas y, por lo tanto, el aumento
de la MCB es relativamente minimo. Durante este lapso, la mayoria de las células
adquieren las caracteristicas moleculares y fenotipicas clasicas de una célula  funcional

para la vida adulta (26).

En general, las células B maduras expresan niveles elevados del FT MafA y Pdx1, mayor
concentracion de proteinas involucradas en GSIS; como GLUT2 y un aumento en la
actividad de la GK. Por su parte, los FT MafA y Pdx1, promueven la transcripcion del gen
de insulina (ins). Por dltimo, la GK es una hexocinasa con una baja afinidad por la
glucosa, de modo que, sélo tiene actividad significativa cuando hay concentraciones
elevadas de glucosa, como las presentes durante la etapa postprandial. Se ha propuesto
gue la presencia de la GK en las células f maduras es muy importante, ya que evita que

estas secreten insulina en concentraciones basales de glucosa (27).
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Todas estas caracteristicas mencionadas, estan estrechamente conectadas entre si, y le
confieren a la célula B la capacidad de secretar cantidades robustas de insulina de

acuerdo con las concentraciones de glucosa en circulacion (5).

Heterogeneidad de las células B

Estudios recientes han demostrado que, después del proceso de maduracion posnatal,
una pequefa proporcién de células B sigue siendo inmadura. Por lo tanto, la MCB en la
edad adulta, estd compuesta por subpoblaciones de células f maduras e inmaduras,
ambas heterogéneas a nivel molecular y funcional (26). Diversos estudios han mostrado,
que, la diferencia entre la proporcién de las subpoblaciones de células B maduras e
inmaduras varia dentro del mismo islote y entre islotes. Ademas, se ha propuesto que
estas subpoblaciones podrian surgir durante el desarrollo, por un lado, debido a la
participacion de diferentes estructuras embrionarias que dan origen a este 6rgano (yemas
pancreaticas ventral y dorsal) y por el otro, a las diferentes sefiales que reciben las células

B dentro del islote durante su formacion y maduracion (2,4,28).

La primera evidencia de heterogeneidad fue encontrada en el tamafio del nucleo celular,
el cual dependia de la localizacion de la célula B dentro del islote (29). De manera similar,
se han identificado variaciones en la secrecion de insulina, respecto a su localizacion
(30). Por su parte, Bonner et al. (31) proponen que en los islotes de rata, la mayoria de
las células B se encuentran cercanas a los vasos capilares. Subsecuentemente, a través
de la reconstruccion en 3D de imagenes en cortes histologicos del pancreas, Geron et al.
(3) observaron, que las células (3 tienen polaridad y que estas, se encuentran organizadas
en forma de roseta alrededor de los vasos capilares, con los transportadores GLUT2
localizados hacia las caras adyacentes a otras células f y con granulos de insulina
almacenados en sitios cercanos al polo apical que esta en contacto directo con el capilar.
Por su parte, Bader et al. (5), encontraron que la activacion de la via Wnt/ PCP en la
célula B, esta relacionada con la adquisicion de caracteristicas relacionadas con la
madurez. También, durante este trabajo se mostro que la adquisicion de la polaridad esta
acompafiada de la expresion de la expresion del gen Flattop (FLTP), por lo tanto, este se
ha utilizado como un marcador que distingue a la subpoblacién de células B maduras de

las inmaduras.
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El analisis molecular y funcional de las células  maduras (FLTP +) e inmaduras (FLTP-
), ha permitido conocer las caracteristicas de cada subpoblacion, asi como su posible
funcion en el contexto metabdlico (5). Por un lado, la poblacién de células B maduras
(FLTP+) y su posterior maduracion (FLTP+), constituye entre el 60 y 80% del total de
células B de cada islote. Dentro de sus caracteristicas moleculares y funcionales, estas
células exhiben niveles elevados de la proteina p27, un inhibidor de ciclo celular que se
relaciona con la baja capacidad proliferativa de este grupo celular. Por otro lado, muestran
incremento de genes relacionados con la produccién de insulina como MafA, GLUT2, GK
y ATP5F1B. Este ultimo, codifica para una subunidad de la ATP sintasa mitocondrial que
cataliza la sintesis de ATP, molécula necesaria para el iniciar el evento de la
despolarizacion de la membrana celular. La presencia de estos genes concuerda con su
gran capacidad de la célula 3 para secretar insulina en respuesta a estimulos de glucosa
(5).Por otro lado, la poblacion de células  inmaduras (FLTP-), se caracterizan por tener
un incremento en la expresion de genes relacionados con la via de las cinasas activadas
por mitdbgenos (MAPK). Lo anterior, concuerda con su mayor capacidad para proliferar.
De manera opuesta a las células B maduras, la expresion de los genes MafA, GLUT2,
GK y ATP5F1B, se encuentran disminuidos. Esto dltimo, se relaciona con su menor

capacidad para secretar insulina al ser estimulada por glucosa (5).

Pocos estudios han mostrado la dinamica de las subpoblaciones en diferentes escenarios
metabodlicos. En ratones, la administracion de una HFD condujo al aumento
compensatorio en el tamafio de los islotes por la proliferacion de células B inmaduras
(FLTP -). Por otro lado, se ha observado que durante la administracion de HFD, las
células 3 maduras (FLTP +), incrementan su tamafio por hipertrofia (5). Sin embargo, la
hipertrofia en células B, se asocia con mayor sensibilidad al estrés citotoxico y la
apoptosis (12).

AUn no se sabe con certeza el papel de las diferentes subpoblaciones en el contexto
metabolico, pero se ha sugerido que la proporcion adecuada entre células B maduras e
inmaduras, otorga flexibilidad en la plasticidad y el recambio de dichas células ante
diferentes escenarios de estrés metabdlico. De forma que durante la obesidad, la

poblacién de células B maduras responde a la demanda de insulina y la poblacién de
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células B inmaduras podria funcionar como un reservorio potencial de las células 3
proliferativas, que, por un lado, intervienen en el aumento compensatorio de la MCB y
por el otro lado, sustituyen a las células B maduras que muestran daino irreversible por la
obesidad o la DM2 (4,32).

Islote pancreatico de roedor

Proliferacion

/\ ‘ Otra célula
endocrina
Maduracion
> ‘ Capilar

Células B inmaduras Células B maduras
FLTP- FLTP+

Caracteristicas

Proliferacion Alta (~8%) Baja (~1%)
GSIS Baja Alta
Polaridad No Si

Figura 4. Heterogeneidad de las células B. Subpoblaciones madura (FLTP+) e inmadura

(FLTP-) de las células B, caracteristicas y posible localizacion dentro del islote de roedor.
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Epidemia de la obesidad

La obesidad y sobrepeso se caracterizan por la acumulacién anormal de grasa corporal
provocada principalmente por el consumo en exceso de alimentos con alto contenido
calérico aunado a un bajo gasto energético corporal. La obesidad es considerada como
factor de riesgo para la apariciéon del SM, DM2, enfermedades cardiovasculares y algunos
tipos de cancer. En México, alrededor del 42% de la poblacion adulta padece sobrepeso
y el 30% obesidad. Por lo anterior, ha sido declarada una emergencia sanitaria nacional
por el alto costo que este conlleva al sistema de salud (6).

El diagnostico de sobrepeso y obesidad, ademas de su clasificacién, se establece
mediante el indice de masa corporal (IMC), un indicador simple y comunmente utilizado
con base en la relacion entre el peso y la talla. Este, se calcula dividiendo el peso de una
persona en kilos entre el cuadrado de su talla en metros (kg/m?). Se considera que una

persona tiene sobrepeso cuando el IMC 2= 25 y obesidad cuando el IMC = 30 (Tabla I) (7).

Tabla I. Clasificacion del sobrepeso y la obesidad a través del IMC propuesta por la OMS.
Obtenida de la OMS (7).

Clasificacion del IMC
Insuficiencia ponderal < 18.5
Intervalo normal 18.5 -24.9
Praobesidad 25.0-20.9

= 30.0
30.0 - 34.9

35.0 -39.9
= 40.0

Tejido adiposo durante la obesidad

En individuos sanos, el tejido adiposo representa entre 20% y 28% de la masa corporal
mientras que constituye hasta el 80% de la masa corporal en individuos con obesidad

morbida u obesidad de clase Ill (IMC =40 é mas). Existen 3 tipos de tejido adiposo segun
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su localizacion, funcion, coloracion, vascularizaciéon y estructura: blanco, pardo y beige.
Particularmente, el WAT localizado en la zona intratoracica, subcutanea y visceral, esta
constituido por células endoteliales, macréfagos, preadipocitos y mayormente adipocitos

con una sola vacuola lipidica (1,8).

El WAT es un importante 6rgano endocrino involucrado en la regulacion del metabolismo
energético, en el cual, los adipocitos cumplen diferentes funciones. Por un lado, liberan
adipocinas como adiponectina y leptina que participan en la homeostasis metabdlica, v,
por otro lado, es un importante reservorio energético en la forma de TAG sintetizados a

partir AGL y glucosa (1,8).

El metabolismo del tejido adiposo esté regulado por la insulina, entre otras hormonas,
citocinas y factores de crecimiento. La insulina regula la lipogénesis al aumentar la
sintesis y translocacion de la enzima lipoproteina lipasa hacia la membrana de las células
del endotelio capilar. Dicha enzima hidroliza los lipidos de las lipoproteinas a acidos
grasos, que son reesterificados en el interior del adipocito en donde forman una vacuola
lipidica (9,33). Ademas, la insulina tiene efecto antilipolitico ya que inhibe la actividad de
la lipasa sensible a hormonas (LSH) dentro del adipocito, lo que evita la hidrdlisis de
triglicéridos contenidos en la vacuola lipidica. Por otro lado, durante periodos de privacion
de energia, como el ayuno, los niveles de insulina disminuyen, lo cual permite la
activacion de la LSH. Esto produce la secrecion de diversas moléculas derivadas de los

TAG, gue son utilizados como sustratos energéticos (33).

Se ha establecido que, durante la obesidad, el aumento del WAT se produce mediante
dos mecanismos. El primero, mediante el incremento en el nimero de adipocitos
(hiperplasia) y el segundo por el aumento en el tamafo de los adipocitos (hipertrofia). Se
ha descrito que el aumento del tejido adiposo subcutaneo (TASC) que se observa durante
la obesidad, se debe a hiperplasia. En contraste, el aumento observado en la cantidad

de TAV se produce por hipertrofia (8,9).
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Diversos trabajos han descrito que, durante la obesidad, los adipocitos hiperplasicos del
TASC mantienen una funcion normal, mientras que los adipocitos hipertréficos del TAV
tienen mayor tasa de lipdlisis, es decir liberan grandes concentraciones de AGL, glicerol
y adipocinas. Paradéjicamente, tanto en humanos como roedores, se ha encontrado que
a pesar de gue la tasa de lipdlisis basal se ve aumentada, al mismo tiempo se observa
una elevada tasa de lipogénesis por parte del WAT. Esto se debe en parte, al diferente
grado de sensibilidad hormonal de los diferentes depdésitos grasos que lo componen v,
por otra parte, a la resistencia a la insulina que se puede presentar durante la obesidad.
Por consiguiente, el efecto antilipolitico de la insulina es mas prominente en los adipocitos

subcutaneos hiperplasicos en comparacion con adipocitos viscerales hipertréficos (9,34).

Asimismo, durante la obesidad, el aumento de AGL promueve la sintesis y liberacién
hepatica de VLDL (que contienen principalmente colesterol y TAG), lo cual eleva sus
concentraciones en sangre aumentando potencialmente el riesgo de sufrir hipertension,
cardiopatias e infartos. Ademas, se ha demostrado que las concentraciones elevadas de
lipidos en plasma favorecen su acumulacién ectépica en otros érganos, lo que genera
lipotoxicidad y altera su funcionamiento. Adicionalmente, existen trabajos en los que se
ha probado que el glicerol derivado del metabolismo de TAG puede ser utilizado
como sustrato para la gluconeogénesis, lo que puede conllevar a un aumento de la
glucemia en ayuno y glucotoxicidad en diversos 6rganos. Por lo tanto, se puede definir a
la glucolipotoxicidad (glucotoxicidad y lipotoxicidad), como a las alteraciones
estructurales y funcionales de los érganos a causa de las concentraciones elevadas de

lipidos y glucosa durante largos periodos de tiempo (1,8,10,11).

Por otro lado, entre las adipocinas liberadas algunas son proinflamatorias como el TNFa,
la resistina, IL-6, entre otras. Estas generan un estado de inflamacién crénico general en

el organismo, que contribuye a potenciar el dafio de los érganos periféricos (1,9).

Es aceptado que durante la obesidad, se desarrolla intolerancia a la glucosa, la cual, se
caracteriza por la baja movilizacién/internalizacion de la glucosa en los érganos. Se ha

propuesto que la intolerancia a la glucosa es consecuencia de la resistencia a la insulina
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y/o alteraciones en la secrecion de insulina por parte de la célula B (35). Siguiendo esta
linea, trabajos en roedores han demostrado que la resistencia a la insulina puede ser
consecuencia del exceso de metabolitos, producto de la lipdlisis. Estas moléculas pueden
interaccionar con proteinas reguladoras de la via de sefalizacion de la insulina y como
resultado pueden disminuir la sintesis y translocacion de proteinas encargadas de la

internalizacion de la glucosa, como GLUT4 (36,37).

La masa de células g durante la obesidad y DM2

En individuos sanos, una MCB adecuada se correlaciona con concentraciones normales
de insulina y con niveles normales de glucosa en plasma. Adicionalmente, se ha
demostrado la enorme plasticidad de las células B para adaptarse a diferentes entornos
metabdlicos durante el transcurso de su vida (38,39). En humanos y roedores con
obesidad, la MCB aumenta en respuesta a concentraciones plasmaticas de glucosa
elevadas. Esto a través de una variedad de medios, como hipertrofia, proliferacion,
disminucidn de la apoptosis y neogénesis, lo cual, conduce a una mayor capacidad de
secrecion. Por otro lado, se ha mostrado, que durante la obesidad los altos niveles de
glucosa provocan la sobreestimulacion cronica de las células B, de forma que éstas
secretan cantidades mayores y constantes de insulina. En conjunto, el aumento de la
MCB y la sobreestimulacion de la célula B, provocan el aumento de las concentraciones

de insulina en plasma, trastorno conocido como hiperinsulinemia (38,40).

Paralelamente, durante la obesidad existe una serie de factores estresantes para la célula
B, que incluyen la glucolipotoxicidad y la inflamaciéon. Por otro lado, derivado de la
hiperinsulinemia se da un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) por el aumento del metabolismo mitocondrial y del reticulo endoplasmatico. Como
consecuencia, la célula B pierde progresivamente la capacidad para secretar insulina, de
modo que se observa un incremento de la glucosa basal mayor a 126 mg/dL,

desencadenando la enfermedad conocida como DM2 (41).

Durante el transcurso de la DM2, los factores estresantes inducen el aumento de la tasa

de apoptosis en la célula B por lo que la tasa de proliferacion se ve superada y, por lo
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tanto, la MCB disminuye. En humanos con DM2, las bajas concentraciones de insulina

en plasma estan relacionadas con la reduccion en la MCB de hasta el 60% (38,39).

Papel de la obesidad materna sobre la descendencia

En la actualidad, el 76.8% de las mujeres en edad reproductiva tiene obesidad y
sobrepeso (6). Multiples evidencias epidemioldégicas han mostrado que la descendencia
de madres obesas puede heredar el fenotipo de la madre aun sin que sus descendientes
hayan sido expuestos a un entorno nutricional obesogénico (13). Esto compromete la
calidad de vida del individuo y genera gran preocupacion para el sector salud debido al

posible aumento de enfermedades metabdlicas en futuras generaciones (6,42)

Multiples estudios han observado que las alteraciones en el fenotipo de los padres (FO)
con obesidad, pueden transmitirse a la descendencia (F1). Este fenbmeno es conocido
como herencia intergeneracional. Sin embargo, si los cambios se perpetian después de
la generacion F2 o mas, es denominado como herencia transgeneracional. Se ha
propuesto que este Ultimo, se transmite con mas frecuencia a través de la linea germinal
(13).

La incorporacion de modelos de obesidad materna inducida en roedores a través de HFD,
ha contribuido enormemente al entendimiento de la herencia intergeneracional materna
sobre la progenie (43). Mdltiples trabajos han demostrado que las madres alimentadas
con HFD muestran mayor peso, acumulacion de grasa corporal, glucosa de ayuno
elevada, intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina y lipidos
elevados en sangre, lo que indica la efectividad de la dieta para inducir obesidad y
alteraciones metabdlicas (44). De manera similar, en diversos trabajos se ha observado
gue la descendencia de madres obesas se caracteriza por tener mayor peso corporal,
glucosa elevada en ayuno, intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia, resistencia a la
insulina, entre otras alteraciones metabdlicas (14,15,17,18). Ademas, algunos trabajos
han observado que en la descendencia de madres obesas se presenta un aumento en la

proliferacion de las células 3 y alteraciones en la secrecion de insulina estimulada por
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glucosa (14,16,17). Finalmente, algunos estudios han demostrado que dichas

alteraciones persisten hasta la segunda generacion (45,46).

Los mecanismos que subyacen el efecto de la obesidad materna sobre la descendencia
son poco claros. Se ha propuesto que el aumento de la insulina y de nutrientes como los
acidos grasos, glucosa, asi como adipocinas inflamatorias provenientes de la madre
pueden afectar el desarrollo de células y 6rganos. Ademas, se ha sugerido, que estas
moléculas pueden modificar la expresion de proteinas involucradas en el desarrollo y, por

lo tanto, alterar su funcion durante la vida adulta (Figura 5) (13,47).

A pesar de la evidencia, ningun estudio se ha enfocado en los efectos de la obesidad
materna sobre las subpoblaciones de células  maduras e inmaduras o en el papel que
juegan dichas subpoblaciones en la predisposicion de la descendencia para desarrollar

obesidad u otro tipo de alteracién metabdlica como la DM2.
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Obesidad materna

Adipocinas inflamatorias _ Glucosa

Insulina ?‘ ~ Lipidos

l Modificaciones epigenéticas

Cambios en la expresion de genes

|

Enfermedades metabolicas en la vida adulta

-Obesidad
-DM2

Figura 5. Mecanismos mediadores de los efectos de la obesidad materna sobre la
descendencia.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La evidencia sugiere que la proporcion de las subpoblaciones de células B otorga
flexibilidad en la plasticidad y en el recambio de dichas células ante diferentes escenarios
de estrés metabdlico como la obesidad. También se ha propuesto que las proporciones
de las subpoblaciones se determinan durante el desarrollo embrionario, debido a la
participacion de diferentes estructuras embrionarias que dan origen a este 6rgano y, a
las diferentes sefales que reciben las células precursoras de células 3 dentro del islote
durante su diferenciacion y maduracion. Aunado a lo anterior, se ha observado que la
obesidad materna aumenta el riesgo en la descendencia para padecer obesidad y DM2.
Parte de la susceptibilidad para padecer obesidad y DM2, se ha relacionado con
alteraciones en las células B de la descendencia. Sin embargo, ningun estudio se ha
enfocado en mostrar los cambios en la proporcion de las subpoblaciones de células
maduras/inmaduras dentro del islote. El estudio de estos cambios podria proporcionar
informacion relevante acerca del papel de la obesidad materna como factor de riesgo
asociado al aumento de la susceptibilidad para desarrollar obesidad y DM2 en los hijos
y, por otro lado, permitiria ampliar el conocimiento sobre el funcionamiento y relevancia
que tiene la heterogeneidad de las células B en el organismo. Por consiguiente, se

establece la siguiente pregunta:

¢,Cudles son los efectos de la obesidad materna inducida por una dieta alta en grasas
sobre la proporcion de las subpoblaciones de células B maduras e inmaduras de la
descendencia y cual es su papel funcional en la susceptibilidad para padecer obesidad y
DM2?

V. HIPOTESIS

La obesidad materna inducida por dieta alta en grasas provocara disminucion en la
proporcion de células B maduras y aumento en la proporcion de células 8 inmaduras de

la descendencia, asi como alteraciones en su perfil metabdlico.
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V. OBJETIVO GENERAL

Describir los cambios en la proporcion de las subpoblaciones de células
maduras/inmaduras, su papel funcional y su relacion con la susceptibilidad de desarrollar

obesidad u otra alteracion metabdlica en un modelo de obesidad intergeneracional.

Objetivos particulares

e Establecer un modelo intergeneracional de obesidad materna en rata inducida por
una dieta alta grasa

e Caracterizar el perfil metabdlico de las madres después del consumo de dieta alta
en grasas y sus efectos sobre el perfil metabdlico de la descendencia

e Analizar los cambios en los niveles de insulina en plasma y determinar su relacion
con la proporcion de subpoblaciones de células B en madres obesas y su
descendencia

e Cuantificar la proporcion de las subpoblaciones de células 3 dentro del islote en

madres y su descendencia
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VI. MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio

Durante el desarrollo de los experimentos se siguid lo establecido por la Norma Oficial
Mexicana de Proteccion Animal para el Uso de Animales de Experimentacion (NOM-062-
Z00-1999, especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales
de laboratorio). Como animal de experimentacion, se utilizé la rata albina Wistar, los
ejemplares fueron alojados en el vivarium del Departamento de Embriologia y Genética
de la Facultad de Medicina, UNAM. Se alojaron dos ratas por caja, bajo ciclos de 12 horas
de luz por 12 horas de oscuridad, con acceso al agua y comida HFD o alimento estandar

ad libitum, segun sea el caso.

Se utilizd alimento estandar comercial en forma de croqueta (Rodent Lab Diet 5001,
chow) con un aporte calorico de 4.1 kcal/g. Del total de kcal/g de la dieta estandar, el 13%
de kcal/g fue aportado por grasas, 29% por proteinas y 58% por carbohidratos. Por su
parte, el alimento HFD con un aporte calérico de 5.8 kcal/lg fue preparado en el
laboratorio. Del total de kcal/g de la HFD, el 60% de las kcal/g fueron aportadas por grasa
(proporcion 1:1 de grasas animales proveniente de manteca de cerdo y grasas vegetales
provenientes de aceite de olivo), 20% por proteina (albumina) y 20% de carbohidratos

provenientes del alimento estandar (Tabla Il y II).

Tabla Il. Aporte nutrimental en Kcal de cada dieta y % de aporte calérico por
nutrimento

Tipo de dieta Dieta control (Rodent Lab Diet 5001)* | Dieta alta en grasa (HFD 60%)
Contenido energético total 4.1 Kcal/g 5.82 Kcal/ g
Nutrimento % de aporte caldrico respecto al total de Kcal/g por nutrimento
Carbohidratos 58% 20%

Proteinas 29% 20%

Grasas 13% 60%

*Croqueta
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Tabla lll. Composicion de la dieta alta en grasa elaborada en el laboratorio

Nutrimento Producto

Carbohidratos Croqueta™

HFD 60% Proteinas Albumina de huevo

Manteca de cerdo**

Grasas

Aceite de oliva***

*De los 49.5 ue son de crogueta, 28.7 g son de carbohidratos, 14.1 g de proteinas y 6.6 g de
gq q g g p y g
grasas. ** Grasa saturada. ***Grasa insaturada.

En el estudio se dio seguimiento a la generacién de madres (FO) y su descendencia (F1)
compuesta por machos (Figura 6). La generacion FO estuvo conformada de ratas hembra
gue a partir de la tercera semana posnatal (SPN), fueron ablactadas y alimentadas
durante dos semanas con alimento estandar para su aclimatacion. A la SPN 5, se
dividieron aleatoriamente en dos grupos; FO obesas (OBS) alimentada con HFD (n=12) y
el grupo FO control (CTRL) alimentado con dieta estandar (n=8). A continuacion, desde
la SPN 5 hasta la SPN 23 (18 semanas) solo se les alimentd con su respectiva dieta
asignada.

Para la obtencion de la generacion F1, a la SPN 23, una cohorte de hembras de ambos
grupos se apare6 con machos FO* no consanguineos, de la misma edad y alimentados
con dieta estandar. Durante el apareamiento, el grupo FO OBS fue alimentado con dieta
estandar. En la gestacion, la dieta HFD se reanud6 durante la segunda y tercera semana
de gestacion. A partir del parto, las ratas de ambos grupos fueron alimentadas con dieta

estandar.

Al nacimiento, se midié la distancia anogenital para determinar el sexo y se redujo la
camada a 6 crias por madre (3 hembras y 3 machos, cuando fue posible) para asegurar
el acceso homogéneo a lactancia materna. A partir de la SPN 3, la descendencia se
destetd y alimentd con dieta estandar hasta la SPN 18. Las ratas de sexo masculino,
descendientes de FO OBS y FO CTRL, se denominaron F1 obesas (OBS) (n=8) y F1
control (CTRL) (n=9) respectivamente.
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Para la caracterizacion del fenotipo obeso materno (F0), se dio seguimiento una vez por
semana al peso a partir de la SPN 3 hasta su eutanasia. En la SPN 22, se realizaron la
medicién de glucosa en ayuno, prueba de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (IPGTT,
por sus siglas en inglés), concentracién de insulina en sangre y prueba de sensibilidad a
la insulina (ITT, por sus siglas en inglés). Al finalizar la SPN 23, la cohorte de ratas FO
gue no fue apareada, se sometid a eutanasia para la obtencion de plasma, extraccion del
TASC, TAV y pancreas. Durante la gestacion, no se realizé ninguna medicién para evitar
estresar a las madres. La caracterizacién del fenotipo obeso se realizé para la generacion
F1, con la diferencia de que estas fueron sometidas a eutanasia a la SPN 18 para la

obtencion de muestras.

A ' B
FOCTRL © F1CTRL  —» Administracion de dieta _Fo 0559 FO* F1 08S L
I rooBs I F10BS B Interrupcion de dieta 5 v/ _ _
-=-* Gestacion : 45 X L | a
Nacimiento N : .
Destete D ;
: o o F1CTRL

Apareamiento A

N D A D e e

Generacion FO 0O 3 5 23 Semanas
]
»] »O
Generacion F1 0 3 18  Semanas
-]

Figura 6. Disefio experimental. A) Linea de tiempo de hembras FOy de machos F1, se muestran
los momentos de consumo de dieta y apareamiento de las madres. B) Cruza de hembras FO para

la obtencion de la generacion F1 compuesta por machos.
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Procedimientos

Cinética de peso corporal: Una vez por semana hasta la diseccion, los animales se

pesaron con una balanza electrénica (10-?). Los datos se expresaron en g de peso.

Glucosa en ayuno e IPGTT: Para la realizacion de la prueba, se utilizaron ratas de los
grupos FO de SPN 22 y F1 de SPN 18. Previo a la prueba, los animales se sometieron a
ayuno por 12 horas. Después, por medio de puncion en la vena dorsal de la cola se
obtuvo sangre y se midi6 la concentracion de glucosa (mg/dL) con un glucémetro (Accu-
Chek). A continuacion, se inyecto via intraperitoneal solucion liquida de glucosa (40%)
con una dosis de 2 g/Kg por peso del animal. Posterior a la inyeccion, se midieron las
concentraciones de glucosa a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos. La medicién previa a la
administracion de glucosa fue considerada como la de glucosa en ayuno. Los datos de
la curva se normalizaron respecto a la glucosa en ayuno, considerando esta como el
100%. A continuacién, se realizé la curva de tolerancia a la glucosa con datos
normalizados (%) y se estimd su area bajo la curva (AUC, area under the curve) cuyos

valores se expresaron en unidades arbitrarias.

ITT: En diferente dia a la IPGTT, los animales fueron sometidos a ayuno por 12 horas.
Después, se midio la glucosa en sangre (mg/dL) y se inyecté una dosis de 0.2 Ul/Kg de
insulina (Humulin, insulina humana recombinante de accién rapida, ELI LILLY). De igual
manera, se realizaron mediciones de la concentracion de glucosa en los mismos tiempos
gue para la IPGTT. Para el analisis, los datos fueron normalizados (%) y se estimo su

AUC, cuyos valores se expresaron en unidades arbitrarias.

Diseccion: Los grupos FO y F1 se anestesiaron via intraperitoneal con 40 mg/Kg de
pentobarbital sédico (adquirido en México). Después, se realizé un corte longitudinal
desde la altura de la pelvis hasta la altura del esternon, esto con el fin de realizar los

siguientes procedimientos:

Obtencion y cuantificacién de insulina en plasma: Por medio de puncion en la vena

cava, se recolectaron 3 mL de sangre en microtubos con anticoagulante EDTA (acido
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etilendiaminotetraacético) a 4 °C. A continuacién, se centrifugaron a 1500 rpm durante 10

minutos para obtener el plasma el cual, fue almacenado a -70 °C hasta su uso.

Para la cuantificacion de insulina en plasma se usé la técnica de ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) mediante el kit de
ELISA para insulina de Rata (Mercodia, EUA). En la placa para 96 pozos recubiertos con
anti-insulina monoclonal de rata, se agregaron 25 L de calibradores con concentraciones
conocidas de insulina recombinante de rata, por duplicado; calibrador 1 (0.019 pg/L),
calibrador 2 (0.048 pg/L), calibrador 3 (0.152 ug/L), calibrador 4 (0.402 ug/L) y calibrador
5 (0.963 pg/L), y 25 pL de plasma de cada animal.

A continuacion, se agregaron 100 pL de solucion de conjugado enzimatico 1X (Anti-
insulina monoclonal de raton conjugada con peroxidasa) a cada pozo. Posteriormente,
se incubo la placa durante 2 horas, a temperatura ambiente y en un agitador orbital. A
continuacion, se realizaron 5 lavados més con 350 pL de solucion de lavado 1X y se retird
el exceso invirtiendo la placa sobre papel absorbente. Luego, se agregaron 200 uL de
sustrato TMB (3,3', 5,5'-tetrametilbencidina) por pozo, y se incubé durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Después, se agregaron 50 pL de solucién de paro (0.5 M H2SO4)
y se colocé la placa en un agitador para placas por 5 minutos. Inmediatamente, se ley6
la placa a 450 nm dentro de un lector de placas (Biotek, EUA). Con la absorbancia
obtenida de los calibradores, se obtuvo la ecuacion de la curva a través de “ajuste
polinomial” en Origin (Pro) (Versién 2019b. OriginLab Corporation, EUA). Por ultimo, se
interpolaron las absorbancias de las muestras con los datos obtenidos de la curva, para

obtener la concentracion de insulina de cada animal.

Fijacion de tejidos mediante perfusion de solucion de paraformaldehido: Posterior
a la incision, se introdujo un catéter (previamente conectado a una bomba peristéltica) en
el ventriculo izquierdo. Después, se realizé una incision en el ventriculo derecho y al
mismo tiempo se perfundieron 250 mL de una solucién de cloruro de sodio al 0.9%.
Posteriormente, se perfundieron con 250 mL de solucion fijadora de paraformaldehido

(PFA) al 4% en PBS y se disecaron los siguientes tejidos.
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Obtencion de TASC y TAV: Se disecé el tejido adiposo visceral distribuido en los
depositos abdominal, gonadal, intraperitoneal y peripancreatico, asi como el tejido
adiposo subcutaneo del dorso del animal. Todos los depdsitos grasos se pesaron
individualmente sobre una balanza electronica. Se obtuvo el porcentaje de TASCy TAV,

respecto al peso total del animal.

Obtencion y procesamiento del pancreas: Para la obtencion del pancreas, se
realizaron cortes al limite del tejido en donde este se adhiere al duodeno y conducto biliar.
Una vez extraido, se peso6 sobre una balanza electrénica. Las muestras se guardaron en
frascos con PFA al 4% a 4 °C, durante 24 horas. A continuacion, los tejidos se colocaron
en cassettes para inclusion, se les retir6 el exceso de PFA con agua corriente y se
deshidrataron con incubaciones seriadas de etanol (del 50 al 100%) y xileno (como
agente clarificante). Por ultimo, se incubaron en parafina histologica liquida durante 45
minutos a temperatura ambiente. Después, se obtuvieron 3 secciones seriadas de cada
muestra, asimismo, las 3 secciones pertenecientes a cada muestra se incluyeron en

blogues de parafina histologica liquida en centro de inclusion (Tissue-Tek II).

Con un microtomo (Reichert-Jung 1130/Biocut), se obtuvieron dos cortes de cada
pancreas con 5 pum de grosor cada uno. Cada corte se colocé en bafio maria a 45°C y
se montd en dos tipos de laminillas. El primer corte se mont6 en una laminilla sin ningan
tratamiento especial, este se utilizé para la tincion de hematoxilina y eosina. Y el segundo
corte, se montd sobre laminillas impregnadas con grenetina (0.2 g de Cr2 (SO4)3, 2 g de
grenetina, en 400 mL de agua destilada) y horneadas a 30 °C. Estas Ultimas, se utilizaron

para evitar el desprendimiento del tejido durante la técnica de inmunofluorescencia.

Tincion con hematoxilina/ eosinay obtencion de la masa de los islotes: Los cortes,
se desparafinaron en un horno de secado durante 10 minutos a 60°C y se hidrataron
mediante incubaciones con xileno (como agente clarificante) y etanol (del 100 al 50%)
respectivamente. Para la tincion de los nudcleos, las laminillas se incubaron con
hematoxilina de Gill durante 5 minutos, se lavaron con agua corriente, y posteriormente
se agrego solucién de carbonato de litio (1%) durante 30 segundos. Después, se realizo

la tincion de citoplasma incubando las laminillas con eosina A (amarillenta) durante 1
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minuto. A continuacion, se deshidraté el tejido mediante incubaciones de etanol (del 96
al 100%) y se hizo una incubacion con xileno. Para finalizar, se montaron las laminillas

en medio de resina sintética.

A través de un microscopio 6ptico, se tomaron fotografias con un objetivo a 5x de todo el
tejido. Se eligieron 8 fotografias al azar de cortes histolégicos a 3 niveles del 6rgano
(tuviesen islotes o0 no). A continuacién, se cuantificé la masa de los islotes utilizando la
técnica estereoldgica “point couting” (48). Para ello, a cada foto seleccionada se les
sobrepuso un sistema de 400 puntos mediante el programa STEPanaizer (software
stereology, EUA) y se contabilizaron los puntos que coincidieron con algun islote (pp). Se
aplicé la siguiente férmula pp/PT para estimar la relaciébn que ocupan los pp respecto al
total de puntos (PT) que se sobrepusieron en el tejido pancreatico. Los PT se obtuvieron
multiplicando 400 puntos por 24 (nimero de fotografias). Por dltimo, para obtener la masa
del islote (g) se multiplicé la relacién obtenida de los pp/PT por la masa (g) del pancreas
del animal correspondiente. Se finalizé con la obtencidn del porcentaje de la masa de los

islotes respecto a la masa del pancreas de cada animal.

Doble inmunofluorescencia para deteccion de FLTP e insulina: Las laminillas se
desparafinaron en una parrilla de laboratorio a 60 °C y se rehidrataron mediante
incubaciones con xileno y diluciones seriadas de etanol (100-50%). Después, se realizo
la recuperacién de antigenos incubando las laminillas en buffer de citrato (10 mM de
citrato de sodio y 0.05% de Tween 20, a pH 6 en agua desionizada), en una olla de
presion para patologia médica durante 15 min a 90°C. Posteriormente, se lavaron en
solucion amortiguadora de fosfatos salina (PBS, Phosphate Buffered Saline) 1X y se
procedid a la permeabilizacion de la membrana, por lo que se agregaron 100 pL PBS-T
(0.05% de triton, en PBS 1X) durante 10 minutos. Enseguida, se agregaron 100 pL de
solucion de bloqueo (0.5% de triton, 2% de albumina de suero bovino, 2% de suero de
cabray 9% de glicina, en PBS 1X) y se dejo incubando durante una hora, a temperatura

ambiente y dentro de una camara humeda.

Transcurrido el tiempo, se retird la solucion de bloqueo y se procedié a incubar las

laminillas con 100 pL de solucion con anticuerpo anti-FLTP de conejo conjugado con

36



https://sciwheel.com/work/citation?ids=10108110&pre=&suf=&sa=0&dbf=0

Alexa-555 (Biosussa, USA) y anti-insulina de raton (Santa Cruz Biotechnology, EUA)
(dilucion 1:50 de anti-FLTP y 1:2000 de anti-insulina, 0.5% triton, 2% albumina de suero
bovino, 10 % de suero de cabra 10, en PBS 1X). Las laminillas se incubaron durante 12
horas a temperatura ambiente, cubiertas de la luz y dentro de la camara himeda.
Concluido el tiempo, se realizé una serie de 3 lavados con PBS-T y se les agregaron 100
uL de anticuerpo secundario Alexa-647 de cabra contra ratén (Jackson Immunoresearch
Laboratories, EUA) (dilucion 1:400, 0.5% triton, 2% albumina de suero bovino, suero de
cabra 2%, en PBS 1X). Las laminillas se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente y cubiertas de la luz dentro de una camara humeda. Posteriormente, se
realizaron 3 lavados con PBS-T y se hizo la contratincion de nucleos agregando 100 pL
de solucion con DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol) (1 ug/mL, en PBS) a cada laminilla.
Finalmente, se realiz6 un ultimo lavado con PBS 1X y se montaron las laminillas con
medio de montaje Mowiol para inmunofluorescencia. Las laminillas fueron fotografiadas
con un microscopio confocal (LSM 880, Zeiss); se tomaron microfotografias de al menos

15 islotes de tres diferentes porciones del pancreas de cada animal.

Procesamiento y analisis de imagen para estimar la proporcion de células

maduras e inmaduras

El analisis de las fotografias se realiz6 mediante el software para procesamiento de
imagenes FIJI (Wisconsin, EUA). Primeramente, se establecieron macros para el analisis
de cada inmunotincién, los cuales, convertian la imagen a 8 bits y ajustaban las imagenes
bajo las mismas condiciones de contraste y brillo para eliminar el ruido de fondo y evitar
sesgo en el procesamiento de las imagenes. Como control negativo se utilizé una laminilla

solo con el anticuerpo secundario Alexa-647.

Después, se realizd una mezcla de canales con la asignacion de los siguientes colores,
FLTP canal verde, insulina rojo y DAPI azul. Posteriormente, se identificaron dos grupos
de células con las siguientes caracteristicas, 1) insulinay FLTP positivas y 2) sélo insulina

positivas. Con los datos obtenidos, se realizaron las siguientes interpretaciones:
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Porcentaje de células B maduras, es igual al numero de células dentro del islote con
marca positiva para insulinay FLTP, divididas entre el nimero total de nicleos con marca

positiva para insulina, multiplicado por cien.

Porcentaje de células B inmaduras, es igual al nUmero de células dentro del islote con
marca positiva para insulina (sin marca de FLTP) entre el nUmero total de nucleos de las

células con marca positiva para insulina dentro del islote, multiplicado por cien.

Los datos obtenidos fueron analizados primero como, el porcentaje de células B maduras
y porcentaje de células B inmaduras en todos los islotes y también como, el porcentaje
de células 3 maduras e inmaduras en funcion del diametro del islote (<100 um, 101-200

pmy >200 pm).

Analisis estadistico

Se determind la distribucion de los datos con la prueba Kolmogorov-Smirnov y se realizd
una comparacion de medias para dos poblaciones con la prueba t-Student (datos
paramétricos) o U de Mann- Whitney (datos no paramétricos). Se considero
significativamente diferente cuando p < 0.05. Todas las pruebas estadisticas fueron

realizadas con Origin (Pro) (Version 2019b. OriginLab Corporation, EUA).
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VIl. RESULTADQOS

Generacion FO

Efecto de la dieta alta en grasa sobre el fenotipo de ratas hembra FO

Para inducir obesidad en hembras FO OBS se administro HFD 60% desde la SPN 5 hasta
la gestacion (después de la SPN 23, datos de la gestacién no mostrados). A partir de la
SPN 12, el grupo FO OBS se caracterizo por tener el mayor peso hasta la SPN 23, antes
de la gestacion (Figura 7A). A continuacion, se quiso observar si el incremento del peso
corporal estuvo acompafnado del incremento del WAT. En la SPN 23, las ratas FO OBS
mostraron un aumento del TASC (1.1 £0.1% vs 0.6 + 0.09%) y TAV (4.2 £ 0.5% vs 2.0 £
0.3%), respecto a las ratas FO CTRL (Figura 7B—7C).
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Figura 7. Caracterizacion del fenotipo obeso materno después de laadministracion de HFD

60%. A) Curva de ganancia de peso corporal (g), la flecha roja indica la SPN en la que se inicié

la administracién de HFD y su duracién. B) Porcentaje de peso corporal del TASC en la SPN 23

C) Porcentaje del peso corporal del TAV en la SPN 23. Los valores en las gréficas representan

el promedio + SEM y los puntos en cada barra representan la n, *p < 0.05 vs FO CTRL (t de
Student). Hembras A) FO CTRL n=8 y FO OBS n=12, B) y C) FO CTRL n=5y FO OBS n=9.
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Efecto de la dieta alta en grasa sobre el metabolismo de la glucosa en

ratas hembra FO

Para determinar si la dieta alta en grasas alteré el metabolismo de la glucosa en las
madres, se determiné la glucemia en ayuno y se realiz6 una IPGTT. El grupo FO OBS
mostré incremento en la glucemia en ayuno respecto a FO CTRL (101 £ 1.8 vs 83 = 1.5)
(Figura 8A). Después, se realizaron pruebas de IPGTT para buscar alteraciones en el
proceso de internalizacion de la glucosa en tejidos blanco de la insulina. La IPGTT mostro
gue las ratas FO OBS presentaron niveles elevados de glucosa en el minuto 15 (292 +
19% vs 214 + 14%), 60 (283 +17% vs 213 + 5%) y 90 (191 + 11% vs 157 + 3%) con
respecto a las ratas FO CTRL. Asimismo, el AUC de los animales del grupo FO OBS fue
mayor que la de los animales del grupo FO CTRL (28524 + 1423 vs 24086 + 1027) (Figura
8B—38C).
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Figura 8. Caracterizacion del perfil metabodlico de la glucosa de ratas hembra (FO) en la SPN
22. A) Concentracién plasmatica de glucosa en ayuno (mg/dL). B) Curva de tolerancia a la
glucosa normalizada respecto a la glucosa basal en ayuno y su C) area bajo la curva. Los valores
en las gréficas representan el promedio + SEM y los puntos en cada barra representan la n, *p <
0.05 vs FO CTRL (t de Student). Hembras A) FO CTRL n=8y FO OBS n=12. B) y C) FO CTRL n=7
y FO OBS n=12.

42

@ "
[ a5y




Efecto de la insulina en el metabolismo de la glucosa en ratas hembra

Para comprobar si la intolerancia a la glucosa se debe en parte a niveles deficientes de
insulina, derivado de alteraciones en la secrecién de insulina de la célula B, se
cuantificaron los niveles plasméticos de insulina en el ayuno. El grupo FO OBS mostré un
incremento en los niveles de insulina en plasma con respecto al grupo FO CTRL (1.34 £
0.25vs 0.57 + 0.21) (Figura 9A).

Para determinar si el aumento en la concentracién plasmatica de insulina en ayuno se
debe a la disminucién en sensibilidad de los tejidos blanco de la insulina, se realizé una
ITT. Después de la administracion de la dosis de insulina, se observaron niveles mayores
de glucosa al minuto 60 (72 + 3% vs 61 + 3%), 90 (77 + 2% vs 64 + 3%) y 120 (81 = 2%
VS 68 + 4%) en el grupo FO OBS con respecto a FO CTRL. Sin embargo, el AUC no mostro
diferencia significativa (Figura 9B—9C).
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Figura 9. Concentracion de insulina plasmaticay sensibilidad a lainsulina de ratas hembra
FO en la SPN 22. A) Concentracién de insulina plasmatica en ayuno (ug/L) B) Curva de
sensibilidad a la insulina normalizada respecto a la glucosa basal en ayuno y su C) area bajo la
curva. Los valores en las gréaficas representan el promedio + SEM y los puntos en cada barra
representan la n, *p < 0.05 vs FO CTRL (t de Student). Hembras A) FO CTRL n=4 y FO OBS n=6.
B)y C) FO CTRL n=9y FO OBS n=12.
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Efecto de la dieta alta en grasa sobre la masa de los islotes de ratas
hembra FO

Para determinar los mecanismos relacionados con el desarrollo de la hiperinsulinemia
durante la obesidad se cuantifico la masa de los islotes. El grupo FO OBS no mostré
cambios respecto a FO CTRL (Figura 10A—10B).
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Figura 10. Efecto de la obesidad sobre la masa de islotes de ratas hembra FO. A) Imagen
representativas de los islotes de ratas hembra FO CTRL y FO OBS, las flechas amarillas sefialan
los islotes. B) Cuantificacion de la masa de los islotes respecto a la masa pancreatica. La barra
roja en la imagen representa 500 um. Los valores en la grafica representan el promedio + SEM y

los puntos en cada barra representan la n. Hembras FO CTRL n=3y FO OBS n=4.

Efecto de ladieta alta en grasa sobre la proporciéon de célula 8 maduras

e inmaduras de los islotes de ratas hembra FO

Debido a que no se observaron cambios en la masa de los islotes entre los grupos FO,
se cuantificé la proporcion de células B maduras e inmaduras en los islotes para
determinar el posible papel que juegan ambas poblaciones en la hiperinsulinemia
observada en las ratas FO OBS. Para ello se realiz6 inmunofluorescencia para la
deteccidon del marcador de madurez FLTP en cortes histoldgicos de tejido pancreético. El
analisis no mostré6 cambios en la proporcion total de células B maduras/inmaduras del
grupo FO OBS con respecto al grupo FO CTRL (Tabla 1V) (Figura 11A—11B).

Por otro lado, se quiso observar si la obesidad en el contexto de la arquitectura del islote
influye en la proporcion de células  maduras e inmaduras, por lo que se categorizo a los
islotes en 3 clases respecto a su diametro. El analisis por diametro del islote no mostro
cambios en proporcion de células B maduras e inmaduras de FO OBS respecto a FO
CTRL (Tabla 1V) (Figura 11C).

Tabla IV. Datos de la proporcion de células B maduras e inmaduras en funcién del tamaiio

del islote de ratas hembra FO

Células B FO CTRL FO CTRL FO CTRL FO CTRL
Maduras (%) 936+11 944x1 935+11 946:11 944:06 927:07 986 99.2+05

nmaduras (%) 64+11 54%1 65+11 54£11 54206 73:07 14 07%05
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Figura 11. Proporcion de células B maduras e inmaduras en islotes pancreaticos de ratas
hembra FO. A) Imagen representativa de las inmunofluorescencias para la deteccion de FLTP e
insulina, la flecha amarilla indica células B inmaduras (Ins(+) /Fltp(-)). B) Proporcion de células 3
maduras e inmaduras respecto al total de células B dentro de los islotes de ratas hembra FO. C)
Proporcion de células f maduras e inmaduras en funcién del tamafo del islote. La barra blanca

representa 20 pum. n=3 por grupo.

Generacion F1

Efecto de la obesidad materna sobre el fenotipo de la descendencia

Una vez establecido el modelo de obesidad materna, se analizaron los efectos de la
obesidad sobre el fenotipo de la descendencia de sexo masculino (F1). El grupo de ratas
macho descendientes de madres obesas (F1 OBS) no mostro diferencias en la ganancia
de peso a lo largo de 18 semanas con respecto al grupo de ratas macho descendientes
de madres control (F1 CTRL) (Figura 12A). En la SPN 18, el TASC y TAV de las ratas F1
OBS no mostraron un aumento respecto a las ratas F1 CTRL (Figura 12B—12C).
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Figura 12. Ganancia de peso y adiposidad de las ratas macho F1 A) Curva de ganancia de
peso corporal (g). B) Peso del tejido adiposo subcutaneo con respecto al peso del animal en la
SPN 18. C) Peso del tejido adiposo visceral con respecto al peso del animal a la SPN 18. Los
valores en las gréficas representan el promedio + SEM y los puntos en cada barra representan la
n. Machos A) FLCTRLn=9F1 0OBS n=8.B)y C) F1 CTRL h=4y F1 OBS n=4.
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Efecto de la obesidad materna sobre el metabolismo de la glucosa en

la descendencia

A continuacion, se analizo el efecto de la obesidad materna sobre el metabolismo de la
glucosa en la descendencia de sexo masculino. El grupo F1 OBS no mostro diferencias
significativas en la glucemia basal respecto al grupo F1 CTRL (Figura 13A). En la SPN
18, la IPGTT mostr6 un incremento en los niveles de glucosa de F1 OBS al minuto 15
(377 + 25% vs 198 + 36%), 90 (137 + 8% vs 113 + 7%) y 120 (123 + 5% vs 94 + 2%), asi
como un aumento del AUC del grupo F1 OBS con respecto al grupo F1 CTRL (23360 *
1421 vs 17155 + 1703) (13B—13C).
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Figura 13. Caracterizacién del metabolismo de la glucosa en la descendencia de sexo
masculino de ratas hembra a las SPN 18. A) Concentracion plasmatica de glucosa de ayuno
(mg/dL). B) Curva de tolerancia a la glucosa normalizada con respecto a la glucosa basal en
ayunoy su C) area bajo la curva de la IPGTT. Los valores en las graficas representan el promedio
+ SEM Yy los puntos en cada barra representan la n, * p < 0.05 vs F1 CTRL (t de Student). Machos
A) F1CTRL n=16y F1 OBS n=18. Machos B) y C) F1 CTRL n=9y F1 OBS n=7.
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Efecto de la insulina en el metabolismo de la glucosa en la

descendencia de madres obesas

Para determinar los mecanismos de la intolerancia a la glucosa se cuantificaron los
niveles plasmaticos de insulina en ayuno y se realizé una ITT. Por su parte, los niveles
plasmaticos de insulina de las ratas F1 OBS no mostraron diferencia significativa en
comparacion con los de las ratas F1 CTRL (Figura 14A). Ademas, s6lo se observé una
diferencia en los niveles de glucosa en el minuto 60 (86 + 2% vs 75 + 3%) en la ITT de
ratas F1 OBS con respecto a las ratas F1 CTRL. Asimismo, las AUC no mostraron

diferencias significativas (Figura 14B—14C).
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Figura 14. Concentracion de insulinay curva de sensibilidad a la insulina de ratas macho
F1 en la SPN 18. A) Concentracion de insulina plasmética en ayuno (ug/L) B) Curva de
sensibilidad a la insulina normalizada con respecto a la glucosa basal en ayuno y su C) area bajo
la curva de la ITT. Los valores en las graficas representan el promedio + SEM y los puntos en
cada barra representan la n, *p < 0.05 vs F1 CTRL (t de Student). Machos A) F1 CTRLn=6y F1
OBSn=4,B)y C) FL CTRLn=9y F1 OBS n=7.
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Efecto de la obesidad materna sobre masa de los islotes de la
descendencia

Para estudiar el efecto de la obesidad materna sobre la masa de los islotes de su
descendencia de sexo masculino, se cuantifico la masa de los islotes. Dicho andlisis no
mostré diferencias entre la masa de los islotes de ratas F1 OBS en comparacion con
ratas macho F1 CTRL (Figura 15A—15B).
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Figura 15. Efecto de la obesidad materna sobre la masa de los islotes de ratas macho de
la descendencia. A) Imagen representativa de la masa de los islotes, las flechas amarillas
sefialan los islotes. B) Masa de islotes con respecto a la masa del pancreas. La barra roja en la
imagen representa 500 um y los valores en la grafica, el promedio + SEM y los puntos en cada
barra representan la n. Machos, F1 CTRL n=4y F1 OBS n=3.

Efecto de la obesidad materna sobre la proporcién de células

maduras e inmaduras en los islotes de ratas macho de la descendencia

En nuestro proyecto el objetivo principal fue analizar el efecto de la obesidad materna
sobre las subpoblaciones de células B maduras e inmaduras de la descendencia. Para
analizar si el aumento en la insulina en plasma (no significativo) observado en ratas F1
OBS se relaciona con cambios en las cantidades de células B maduras e inmaduras de
los islotes, se cuantifico la proporcion de dichas subpoblaciones. Para ello se realizaron
inmunofluorescencias para la deteccion del marcador de madurez FLTP en cortes
histologicos del pancreas. En nuestro estudio se encontr6 una disminucién en la
proporcion de células B maduras y un aumento en la proporciéon de células B inmaduras
en los islotes pancreaticos de la descendencia (Tabla V) (Figura 16A—16B). A
continuacion, se analizo si dicho cambio depende del tamafio de los islotes, lo cual mostro
un aumento en la proporcion de células B inmaduras en los islotes pequefios (< a 100

pum) de ratas F1 OBS en comparacion con los de ratas F1 CTRL (16C).

Tabla V. Datos de la proporciéon de células 8 maduras e inmaduras en funcion del tamafo

del islote de ratas macho F1

Células B F1 0BS F10BS F10BS F10BS

Maduras (%) 959+16 91.3+17* 948+11 903+11* 968+20 939+10 996+02 100

Inmaduras (%) 42116 86 +17* 52+£11 97+11* 32£20 60:10 04102
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Figura 16. Proporcién de células B maduras e inmaduras en los islotes de la descendencia.
A) Imagen representativa de la inmunofluorescencia para deteccion de FLTP e insulina, las
flechas amarillas indican células B inmaduras (Ins(+) /FLTP(-)). B) Proporciéon de células 3
maduras e inmaduras en los islotes. C) Proporcién de células f maduras e inmaduras en funcion
del diametro del islote. La barra blanca representa 20 um. La letra a indica p < 0.05 en la
comparacion de las células B maduras del grupo F1 OBS vs F1 CTRL. La letra b indica p < 0.05

en la comparacion de las células B inmaduras de F1 OBS vs F1 CTRL, n=3 para cada grupo.

VIII. DISCUSION

Con base en evidencia epidemiolégica y en modelos animales, se ha observado que la
obesidad materna predispone a la descendencia a padecer enfermedades metabdlicas
durante el transcurso de su vida. De manera importante, este es el primer trabajo
experimental que estudio el efecto de la obesidad materna sobre la proporcién de las
subpoblaciones de células B maduras e inmaduras de la descendencia ademas de que

se presenta evidencia del efecto que tiene dicha alteracién en su metabolismo.

El grupo FO OBS, se caracterizO por desarrollar obesidad con incremento del peso
corporal, del TASC y TAV, glucosa de ayuno elevada, intolerancia a la glucosa,
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina. Sin embargo, no se observaron cambios en
la masa de los islotes y en la proporcion de células B maduras e inmaduras. Por su parte,
los machos descendientes (F1 OBS), se caracterizaron por tener intolerancia a la glucosa
y disminucion en la proporcion de células B maduras y aumento en la proporcion de
células B inmaduras, en la SPN 18, aun cuando fueron alimentados con dieta estandar a

partir del destete.
El consumo de HFD induce la apariciéon del fenotipo obeso en madres

En nuestro trabajo, el grupo de ratas hembra FO OBS mostraron el fenotipo distintivo de
la obesidad, el cual, se caracterizo por el incrementd del peso corporal, derivado del
aumento de WAT (TASC y TAV), estos resultados concuerdan con gran variedad
modelos de obesidad materna (15,44,49). Diversos estudios en modelos murinos han
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mostrado que el consumo de dietas altas en grasa genera una mayor disponibilidad de
energia. Por lo tanto, los acidos grasos empaquetados en lipoproteinas que no son
utilizados como sustrato energético a través de la via de la B oxidacion en los érganos
periféricos, son utilizados en un proceso llamado lipogénesis. En este proceso, los
adipocitos (principalmente del WAT), capturan a los acidos grasos provenientes de la
hidrélisis de las lipoproteinas en circulacion, y son re-esterificados en forma de TAG que

posteriormente son incorporados a la vacuola lipidica (50).

Por otro lado, se ha observado que, en adipocitos de rata, la lipogénesis es promovida
por la accion de la insulina, esto mediante un aumento en la sintesis y translocaciéon de
la lipoproteina lipasa al endotelio capilar, en donde cataliza la hidrdlisis de los TAG a
acidos grasos contenidos en las lipoproteinas circulantes (51). Otros trabajos con ratones
han mostrado que la insulina aumenta la sintesis de la proteina transportadora de acidos
grasos 1 (FATP1) en el WAT de manera dependiente al eje IRS1-PI3K-AKT siendo similar
a lo que sucede con el transportador de glucosa GLUT4. El aumento de FATPL1 se refleja
como una mayor capacidad para internalizar acidos grasos de cadena larga al interior del
adipocito (52).

No obstante, Stevens et al. (53) indicd que la tasa de lipdlisis basal es mayor en ratas
obesas, esto como consecuencia de la disminucion de la accion antilipolitica de la insulina
(resistencia a la insulina) y de la reduccién en la capacidad para almacenar TAG. Por
otro lado, trabajos en roedores y humanos, han mostrado que el efecto antilipolitico de la
insulina es mas prominente en los adipocitos subcutaneos hiperplasicos en comparacion
con adipocitos viscerales hipertroficos. Esto conlleva a que el TAV, libere
concentraciones elevadas de adipocinas proinflamatorias, diacilglicerol, monoacilglicerol,
glicerol y AGL, los cuales, causan un dafio sistémico en los érganos (9,34). Esta evidencia
sugiere que en los adipocitos de ratas FO OBS el exceso de 4cidos grasos provenientes
de la dieta fue metabolizado a través de la lipogénesis, consecuencia de niveles elevados
de insulina. Como resultado, observamos un incremento tanto en el TASC como en el

TAV. Por otro lado, el aumento del WAT, principalmente en el compartimento visceral
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(TAV) de ratas FO OBS, podria estar relacionado con un aumento en la tasa de lipolisis

gue resulta de la resistencia a la insulina en los adipocitos de dicho compartimento.

La alteracién en el metabolismo de la glucosa en FO OBS es resultado

de laresistencia alainsulina

Estudios en roedores han mostrado que el glicerol, derivado de la lipdlisis, puede
promover la gluconeogénesis en higado y la subsecuente liberacién de glucosa hepética
a circulacion (54). Esto concuerda con nuestros resultados, en donde las ratas FO OBS,
presentaron niveles elevados de glucosa en ayuno a la SPN 22. Lo cual sugiere que los
niveles elevados de glucosa en ayuno son resultado de la utilizacion del glicerol

(proveniente de la hidrolisis de TAG) como sustrato de la gluconeogénesis en el higado.

Estudios en roedores (44) y humanos (55) obesos, han mostrado que la intolerancia a la
glucosa puede ser una caracteristica de la obesidad, en el que se observa la disminucién
en la movilizacion de glucosa al interior de células de los 6rganos blancos de la insulina.
En nuestro estudio las ratas FO OBS mostraron una capacidad disminuida para movilizar
glucosa, lo que se reflejo en niveles elevados de glucosa durante la IPGTT por lo tanto,
podemos confirmar que este grupo desarrollé intolerancia a la glucosa. Por otro lado,
estudios en roedores han demostrado que la intolerancia a la glucosa se puede deber
por un lado a la secrecidn alterada de insulina estimulada por glucosa y/o por el otro, a la

disminucién en la sensibilidad a la insulina principalmente (35).

El analisis de la sensibilidad a la insulina a través de la ITT, demostré que el grupo de
ratas FO OBS, manifestd una baja respuesta a insulina exdgena (una capacidad
disminuida para reducir la glucosa en circulacién) en comparacion con las ratas FO CTRL,
lo cual indica que los animales presentaron resistencia a la insulina. Resultados similares
se han encontrado en roedores obesos, en donde el exceso de moléculas de origen
lipidico en circulacion puede interaccionar con proteinas de la via de la sefializacion de
insulina (IRS1-PI3K-AKT) en el musculo esquelético. En estos estudios se observé, que

después de la administracién exdgena de insulina hubo disminucion de las proteinas
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fosforiladas IRS1-PISK-AKT. Al mismo tiempo, se observé una menor translocacion del
transportador de glucosa GLUT4 a la membrana celular del musculo esquelético (36,37).
Por lo tanto, es probable que la resistencia a la insulina, observada en FO OBS, se puede
explicar en parte por la posible interaccion entre moléculas de origen lipidico liberadas

por el TAV con proteinas pertenecientes a la cascada de sefializacion de la insulina.

Por otro lado, como lo hemos descrito, la intolerancia a la glucosa también puede ser
producto de la alteracidn en la secrecion de insulina. Se ha informado que la incubacion
in vitro de células B con AGL, durante periodos de tiempo prolongados, puede alterar la
secrecion de insulina e inducir apoptosis (56). Para profundizar el analisis de la
intolerancia a la glucosa observada, proponemos realizar ensayos de secrecion de

insulina en islotes aislados de individuos obesos.

La HFD no provocé cambios en la proporcion de células  maduras e

inmaduras de ratas hembra obesas

Diversos trabajos in vitro e in vivo han mostrado que un exceso de nutrientes, pueden
sobre estimular a la célula B para secretar insulina. Ademas, la secrecion de insulina se
ve aumentada, por los niveles elevados de glucosa hepatica durante el ayuno en
condiciones de resistencia a la insulina en la obesidad (56). Por ultimo, estudios
realizados en humanos (57) y roedores (58) con obesidad, han mostrado que los niveles
elevados de insulina, se deben no solo a la sobre estimulacion de la célula B, sino
también, al aumento en la MCB, producto de la proliferacion de las células B (hiperplasia)

y en menor medida, al aumento en su tamafio (hipertrofia).

Por el contrario, nuestro grupo de ratas hembra FO OBS, no mostré cambios significativos
en la masa de islotes (p= 0.24) en comparacion con las ratas FO CTRL. Probablemente,
la capacidad de detectar cambios en la MCB a través de la masa de los islotes no es lo
suficientemente sensible. Ademas, es posible que el tamafio de la muestra (n=4) influyera

en la sensibilidad del andlisis. Por la anterior, se propone complementar el estudio con la
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cuantificacion directa de la MCB a través inmunohistoquimica para la deteccién de

insulina, asi como incrementar el tamano de la muestra.

Al no encontrar cambios en la masa de los islotes entre los grupos experimentales,
decidimos observar si existian cambios en la proporciéon de células  maduras e
inmaduras que se pudieran relacionar con la hiperinsulinemia de las ratas FO OBS. En
relacion con las subpoblaciones, los trabajos que estudian cambios en la proporcion de
las subpoblaciones son escasos. Sin embargo, en los Ultimos afios el marcador FLTP,
relacionado con la adquisicion de la polaridad en la célula B ha servido para diferenciar
entre células B maduras (FLTP+) e inmaduras (FLTP-) y describir muchas de las
caracteristicas entre cada subpoblacion como lo es la secrecion de insulina entre otras.
Sin embargo, la cuantificacion de la proporcién de las subpoblaciones a través del
marcador FLTP, no mostré diferencias en el grupo de ratas FO OBS respecto a sus
controles. Por lo que no podemos mencionar que la hiperinsulinemia mostrada en FO

OBS se debe principalmente a las subpoblaciones.

Por otro lado, trabajos previos han mostrado que las células B de ratas con sindrome
metabdlico pueden presentar alteraciones en los niveles de GLUT2 en la membrana, su
actividad eléctrica y niveles de GK, que conducen a la hipersecrecion de insulina en
estado basal (59). Asi mismo, durante la obesidad existe una serie de moléculas que
pueden sobre estimular la secrecion de la célula B, como acidos grasos libres, glucosa,
entre muchas otras. La suma de todos estos factores durante la obesidad, pueden ser la
causa de la hiperinsulinemia mostrada en el grupo FO OBS.

Cabe destacar que, a diferencia de nuestro trabajo en el cual se utilizaron ratas como
modelo experimental y anticuerpos contra la proteina FLTP, en el trabajo realizado por
Bader et al. (5) se utilizaron ratones como modelo y se analiz6 la expresion del gen FLTP
por medio de un gen reportero. Ambos factores, podrian estar relacionados con la
diferencia en la proporcion de células B maduras e inmaduras en nuestro grupo FO (~94
y 6%, respectivamente) y las proporciones mostradas por Bader et al. (5) (~65 y 35%,
respectivamente). Esto sugiere que la expresion de FLTP utilizado como marcador de

madurez de las células B, podria estar sujeta a regulacion postranscripcional. Lo anterior
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refleja que los resultados obtenidos, pueden variar dependiendo del marcador de
madurez/inmadurez que se utilizd, ademas de que demuestra la gran heterogeneidad de
subpoblaciones de células B respecto a sus caracteristicas moleculares. Por ultimo, a
pesar de que existan cambios en la proporcion de células 8 maduras e inmaduras en
funcion del marcador que se utilizo, la subpoblacion de células B maduras en individuos

adultos siempre se encuentra en mayor proporcion que la de células  inmaduras (5,60).

La obesidad materna tiene efecto sobre la proporcion de células B

maduras e inmaduras de la descendencia masculina

Como se describié con anterioridad, el grupo FO OBS desarrollé obesidad previa a su
apareamiento. En la actualidad, diversos estudios han mostrado el efecto de la obesidad
materna sobre las células 3 de la descendencia. Sin embargo, este es el primer estudio
que muestra el efecto de la obesidad materna sobre las subpoblaciones de células B
maduras e inmaduras. En nuestro estudio, a las 18 SPN, los machos F1 OBS,
descendientes de hembras obesas, se caracterizaron por presentar un incremento en la
proporcion de células B inmaduras y la disminucion en la proporcion de células f maduras

en los islotes.

Se ha sugerido que las subpoblaciones de células B, podrian originarse durante el
desarrollo embrionario, tanto por la participacibn de las diferentes estructuras
embrionarias que dan origen al pancreas (yemas pancreaticas ventral y dorsal) como por
los cambios en las moléculas de sefalizacion que regulan los procesos de diferenciacion
y maduracién de las células B (4). Diversos trabajos, sugieren que la sefiales que dan
origen a la composicién celular dentro de los islotes aparecen en el desarrollo embrionario
durante la migracién y compactacion de las células endocrinas, aunque la arquitectura
celular final del islote se defina durante la maduracion posnatal (2). A su vez, un estudio
realizado por Cortijo et al. (61) mostro que el bloqueo de los receptores Celsr2 y Celsr3
de la via PCP, durante el E14.5, provoca la disminucién de células endocrinas positivas
para el gen de insulina. Asi mismo, Bader et al. (5) indicaron que las células 8 inmaduras
recién compactadas en protoislotes durante el E18.5, tienen una expresion elevada de

Nkx-6.1, mientras que las células B inmaduras aun no compactadas, muestran baja

64



https://sciwheel.com/work/citation?ids=1816155,10301989&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4518327&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=2794011&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1816155&pre=&suf=&sa=0&dbf=0

expresion de este FT. Se ha observado que Nkx-6.1 regula la proliferacién de las células
B inmaduras y regula positivamente la expresion de marcadores como Glut2, el cual esta
involucrado en la secrecion de insulina. Por lo tanto, sugerimos que esta etapa es
importante para diversos eventos moleculares que probablemente promuevan el proceso

de maduracion durante la etapa posnatal.

Por su parte, un trabajo realizado por Nicholas et al. (14), mostré que las células B de
machos gestados por madres obesas, muestran caracteristicas relacionadas con la
inmadurez. Estos cambios incluyen: disminucion en los niveles de GK, niveles bajos de
Cacnalc y Cacnald (genes relacionados con canales de calcio), y una menor cantidad
de granulos de insulina acoplados a membrana. De manera similar Cerf et al. (62),
observaron que las células 3 de la descendencia masculina de ratas obesas, mostraron
una disminucion en los niveles de mRNA de GK, asi como una disminucion en la actividad
de esta enzima. Por dltimo, Tuohetimulati et al. (17) reportaron un incremento en la
proliferacion de células B de ratones macho descendientes de madres obesas. Estas
observaciones en modelos de obesidad materna podrian relacionarse con las
caracteristicas de las células B inmaduras (5). Por lo tanto, es probable que el aumento
en la proporcién de células B inmaduras, asi como la disminucion en la proporcion de
células B maduras en la descendencia masculina, podria ser consecuencia de la

obesidad materna durante el desarrollo embrionario de la rata.

No se conocen bien los mecanismos por los cuales la obesidad materna podria afectar
el desarrollo embrionario. Sin embargo, diversos estudios han mostrado que la obesidad
materna provoca un aumento en las concentraciones intrauterinas de lipidos, glucosa e
insulina. Se ha mostrado que gran variedad de moléculas derivadas de lipidos como el
diacilglicerol o bien los acidos grasos libres, pueden actuar como activadores de la
transcripcion o como moléculas de sefalizacién. Por otro lado, se ha demostrado que
durante la obesidad los niveles de factor de crecimiento transformante B (TGFpB)
aumentan. Ademas, se ha demostrado que el TGF3 materno es capaz de atravesar la
placenta (63,64). En este sentido, las alteraciones en las concentraciones de las
moléculas mencionadas provenientes de las madres obesas durante la gestacion podrian

provocar alteraciones en el desarrollo de la célula B durante la embriogénesis.



https://sciwheel.com/work/citation?ids=9096749&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1147226&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=9096790&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1816155&pre=&suf=&sa=0&dbf=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12339364,10406635&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0&dbf=0&dbf=0

El cambio en la proporcion células B maduras/inmaduras podria
provocar intolerancia a la glucosa en ratas macho descendientes de

madres obesas

En nuestro modelo animal, la obesidad materna indujo intolerancia a la glucosa en la
descendencia de ratas macho F1 OBS, sin cambios en la sensibilidad a la insulina y con
cambios en la proporcion de las subpoblaciones de células B; menos proporcion de
células B maduras y mas proporcién de células B inmaduras. Por lo tanto, nuestros
resultados sugieren que la intolerancia a la glucosa mostrada por F1 OBS podria ser
consecuencia de la disminucién de la secrecion de insulina estimulada por glucosa,
debida en parte, a la disminucién de células B maduras que pudieran responder al
estimulo de glucosa durante la IPGTT. Por otro lado, alteraciones como la intolerancia a
la glucosa, progresivamente pueden conducir al desarrollo de enfermedades como la
DM2 (65). Esto proporciona evidencia de que cambios en la proporcion de las
subpoblaciones podria alterar la concentracion hormonal neta del pancreas y por lo tanto,

inducir alteraciones metabdlicas en la descendencia durante el transcurso de su vida.

Consideramos importante la integracion de la descendencia compuesta por hembras de
madres obesas en futuras investigaciones, puesto que en humanos existe mayor
prevalencia de obesidad en este sexo (6). Por otro lado, el comparar a la descendencia
de ambos sexos podria ayudar a entender el efecto de la obesidad materna y el papel
del dimorfismo sexual en el desarrollo de las subpoblaciones de células B. Asi mismo, en
los ultimos afios la investigacion sobre las subpoblaciones ha ido en aumento. Muchos
investigadores han propuesto terapias para inducir la proliferacion de células 3, por lo
gue una alternativa seria dirigir las terapias a células B inmaduras para asi aprovechar
su mayor potencial proliferativo con la intencién de restaurar la MCB disminuida durante
la DM2 (4,27,66). Sin embargo, para que esto se lleve a cabo, primero es importante
comprender las sefiales que regulan el proceso de maduracion de las células 3 a lo largo
de la vida de un individuo. Por ultimo, la obesidad materna es considerada como un factor
de riesgo para la aparicion de enfermedades metabdlicas en la descendencia. A pesar

de ello, aun no se le ha dado la suficiente importancia, por lo tanto, es fundamental seguir
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realizando estudios que demuestren el efecto de la obesidad materna sobre la progenie,

y asi, proporcionar informacion preventiva a las mujeres en edad reproductiva.

IX. CONCLUSIONES

+ El consumo de dieta alta en grasa indujo en hembras obesidad y alteraciones
metabolicas como glucosa en ayuno elevada, intolerancia a la glucosa,

hiperinsulinemia y resistencia a la insulina

* Las hembras alimentadas con dieta alta en grasa no mostraron cambios en la

masa de los islotes ni en la proporcion de células  maduras e inmaduras

+ La obesidad materna provocoé en la progenie intolerancia a la glucosa y cambios

en la proporcion de células f maduras e inmaduras.

« Enla progenie de madres obesas hubo un incremento de la proporcion de células

B inmaduras y una disminucion de la proporcién de células B maduras.

» Los cambios observados en los hijos de madres obesas indican que se establecid

un modelo murino de obesidad materna
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