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1. RESUMEN.

Antecedentes: En estudios previos se ha demostrado que la obesidad inducida por
una dieta alta en grasa impacta negativamente en las funciones metabdlicas y
enddcrinas de un organismo. Se ha visto que las crias descendientes de madres
con obesidad presentan alteraciones desfavorables en su fisiologia. Sin embargo,
hasta el momento no se han descrito con exactitud cudles son las adaptaciones
fisiolégicas que sufre la madre durante el periodo de gestacién, de tal manera que
dichos cambios sean los responsables de generar un fenotipo desfavorable en la
progenie; de ahi es que surge el interés por evaluar el efecto del consumo de una
dieta hiperlipidica sobre los parametros bioguimicos maternos [glucosa, colesterol,
triglicéridos, leptina, insulinay el indice de resistencia a la insulina (HOMA)], asi
como enlafuncionymaduracion del higado, tejido adiposo (TA) y glandulamamana
(GM). Objetivo: Evaluarel efecto de la dieta alta en grasa sobre el metabolismo y
funcién de 6rganos maternos durante la etapa de gestacion. Metodologia: Se
emplearon ratas de la estirpe albino-Wistar alimentadas durante su crecimiento y
embarazo con dieta control (Chow purina 5001, con 5% de grasa; grupo Control
(CTR), n=5)y alta en grasa (25% de grasa; grupo de Obesidad Materna (OM), n=5).
A 19 dias de gestacion (dG), se determind el peso materno y se llevo a cabo la
eutanasia de los animales para obtener muestras de suero, higado, TA y GM. El
suero se analizd por colorimetria y enzimoinmunoanalisis para cuantificar los
pardmetros bioquimicos anteriormente mencionados. Al higado y a la GM se les
determin6 la grasa total por el método de Folch, asi como el contenido de
triglicéridos. Adicionalmente, a los tres tejidos se les hizo un anélisis histoldgico por
la técnica de hematoxilinay eosina (H&E) con el propdésito de evaluar el nivel de
dafio en su estructura celulary, en el caso de la GM, también se evalu6 su perfil de
acidos grasos por cromatografia de gases (CG). Para los valores que presentaron
una distribucion normal, los resultados fueron expresados como la media + EE,
usando la prueba T-Student para fines comparativos entre CTR vs OM (*p < 0.05),
mientras que para el area de los adipocitos, los resultados se expresaron como la
medianay se utilizélapruebano paramétrica Mann-Whitney Rank Sum (*p £0.001),



con unan=>5 por cada grupo. Resultados: El peso materno fue mayor en el grupo
OM respecto al CTR (OM= 523 + 11* g vs CTR=440 + 6 g, p < 0.05), al igual que
los niveles de triglicéridos, insulina, leptina y HOMA. El higado del grupo OM
presentd menor peso relativo respecto al peso corporal y mayor grasa total,
contenido de triglicéridos y porcentaje de area grasa, respecto al CTR. En el TA, se
observé un incremento en la mediana del tamafio de los adipocitos del grupo OM,
mientras que en el grupo CTR las poblaciones estaban principalmente conformadas
por células de menortamafio. En cuanto a la GM, se encontrd que en el grupo OM
hubo mayor peso del tejido, peso relativo, grasa total, contenido de triglicéridos y
porcentaje de area grasa, respecto al CTR; ademas, la citoarquitectura mostrd
menor area de parénquima, acinosy nucleos celulares, comparado con el CTR, asi
como se determiné que el perfil de acidos grasos saturadosy omega 3,6y 9 en la
GM fue mayor en el grupo OM, en comparacion con el CTR. Conclusion: La
obesidad materna inducida por el consumo de unadieta alta en grasa durante el
crecimiento y embarazo no solo aumentoé el peso corporal de la rata, sino también
afectd el metabolismo materno, la estructura celular de los tejidos hepatico y
adiposo y la diferenciacion dela GM, lo cual altera la correcta funcionalidad de estos
organos durante la gestacion y, en consecuencia, se podria esperar una

programacion negativa en el desarrollo de la descendencia del grupo OM.

Palabras clave: Programacion del desarrollo (DOHaD); obesidad materna; dieta

alta en grasa; higado; tejido adiposo; glandula mamaria.



2. INTRODUCCION.

2.1 Marco teorico.

2.1.1 Programacion del desarrollo (DOHaD).

En las Ultimas décadas, las enfermedades crénico-degenerativas, como la diabetes
y la obesidad, han alcanzado cifras muy elevadas de prevalencia a nivel mundial,
tanto en la poblacion adulta como en lainfantil [58]. Se havisto en multiples estudios
que la exposicion a diversos factores ambientales desde periodos tempranos de la
vida como la gestaciéon y lactancia puede generar cambios en la fisiologia,
metabolismo y epigenoma de un organismo, lo que subsecuentemente afectara su
estado de salud e incrementard el riesgo a padecer una enfermedad desde la
infancia hasta la edad adulta [8, 72]. Dichas exposiciones in utero pueden incluir un
estado de malnutricion materna, como una alimentacion hipo o hipercaldrica;
consumo de drogas, alcohol o tabaco; contaminantes presentes en el ambiente;
alteraciones hormonales maternas derivadas de la obesidad y diabetes gestacional;
estados de estrés y ansiedad; estrés oxidativo generado por hipertensién o
insuficiencias placentarias, por mencionar algunas. Se ha descrito que las
principales enfermedades provocadas por este tipo de ambientes intrauterinos
adversos son la obesidad y la cardiopatia coronaria [72].

De ahi es que surge la hipétesis conocida como los origenes del desarrollo de la
salud y la enfermedad (DOHaD, por sus siglas en inglés), también conocida como
programacion del desarrollo, la cual nos habla de todos aquellos factores
ambientalesy sociales que inciden en lavida prenatal o postnatal de un individuo y
pueden provocarle cambios temporales o permanentes en su fisiologia [8, 60]. Se
sabe queen respuesta a un entornointrauterino desfavorable, el feto generaciertas
adaptacionesfisioldgicasen unintentode incrementar sus posibilidadesinmediatas
de supervivencia. Sin embargo, estas adaptaciones inducen modificaciones en la

homeostasis metabdlica, los sistemas enddcrinos y la regulacion del crecimiento, lo



que comunmente se manifiesta como un fenotipo alterado desde el nacimiento
(Figura 1) [39].
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Figura 1: Representacion esquematica de la programacion del desarrollo.
Figura adaptada de [58] Ramirez, et al. (2022).

El fundamento de esta hipotesis proviene del analisis de datos epidemioldgicos en
humanos, asi como del estudio de diferentes intervenciones dietéticas en modelos
animales, los cuales han sugerido que los desbalances nutricionales maternosy las
alteraciones metabdlicas durante etapas criticas del desarrollo, como lo son la
gestacion y lactancia, pueden traer consigo efectos adversos en la salud de la
descendencia[58, 72]. Asi mismo, se havisto que unindividuo puede sufrircambios
epigenéticos a lo largo de su vida, como consecuencia de una exposicion agudao
crénica a un ambiente 0 a una determinada intervencion, afectando sus funciones

endocrinas, metabdlicas y/o cognitivas [72].



Es por ello que en los ultimos afios la investigacion basica se ha enfocado en
identificar y comprender la relacion entre las exposiciones tempranas a un
determinado factor ambiental y la aparicion de una patologia, asi como en
establecer cuales son los mecanismos que participan en la alteracién del estado de

salud ante estas condiciones [8, 72].

Mecanismos involucrados en la programacion del desarrollo:
Hasta el momento, se han descrito tres principales mecanismos por los cuales un
ambiente intrauterino desfavorable puede programar negativamente el desarrollo de
un individuo, los cuales son [72]:

e Cambios permanentes en la estructura de 6rganos y tejidos.

e Envejecimiento celular acelerado.

e Programacion epigenética en la expresion de genes.

Para fines de esta tesis, se describira el primer mecanismo, el cual nos dice que las
exposiciones adversas (como un estado de malnutricion materna) durante el
periodo de gestacion, que es la etapa en donde se lleva a cabo el desarrollo de
organos y sistemas fetales, pueden provocar cambios estructurales permanentes
qgue contribuyan a la aparicién de enfermedades cronico-degenerativas desde la
vida postnatal temprana. Esto debido a que durante la organogénesis los escasos
nutrientes disponibles son enviados a 6rganos vitales como el cerebro y el corazén,
lo que provoca unarestriccion nutrimental a 6rganos y tejidos viscerales como el
pancreas, higado, riién y masculo esquelético; dicha limitacién en el suministro de
nutrientes en un periodo tan critico del desarrollo, como la maduracion de 6rganos
y tejidos, puede traer consigo alteraciones permanentes en la funciony estructura
celular, por ejemplo: desequilibrio en la funcién de las células B del pancreas o una

disminucion en la cantidad de nefronas en el rifidn [72, 76].

Estudios en gestacion. Teoria de David Barker:
Desde 1986 hasta 2014, David Barker fue un médico epidemidlogo que se convirtié

en uno de los pioneros en intentar explicar como es que la obesidad y las
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enfermedades crénico-degenerativas pueden derivarse de modificaciones en el
entorno cercano a las mujeres gestantes, y que a su vez esta exposicion puede
provocar cambios negativos en el desarrollo embrionario de la descendencia [58].
Los estudios de Barker, basados en el analisis de datos epidemioldgicos, han
revelado que existe una relacion entre ciertos eventos historicos en determinadas
poblacionesy el desarrollo de alguna patologia en la progenie [6], por ejemplo,
durante la época de la Segunda Guerra Mundial, en Reino Unido se report6 que los
nifnos presentaban un incremento de peso desde el nacimiento hasta el primer afo
de vida; posteriormente, se encontré que habiauna correlacion entre dichoaumento
en el peso corporal de estos nifiosy el desarrollo de cardiopatia coronaria en la
edad adulta [58]. Por otro lado, se determin6 que en aquellos individuos que fueron
expuestosin utero a la Hambruna Holandesa (1944-1945), en donde la racion para
los adultos era de 400 a 800 calorias al dia, existio una relacion entre dicha
restriccion nutrimental y el desarrollo de diabetes, hipertensiony unacomposicién
corporal alterada [72]. De esta manera, Barker fue de los primeros investigadores
en proponer que los factores ambientales adversos pueden generar cambios
desfavorables en la vida temprana de un individuo, generando un fenotipo adulto

con mayor predisposicion a una enfermedad metabdlica [24].

En ese sentido, los estudios molecularesy fisiol6gicos resultan ser necesarios para
comprender como es que las modificaciones en el ambiente de una poblacion
pueden generar alteraciones en la funcién celular durante la gestacion, de tal
manera que se induzcan cambios adversos en el desarrollo embrionario y
periconcepcional, cuyos efectos negativos pueden establecerse incluso en la edad
adulta [58].



2.1.2 Estudio de los mecanismos involucrados en la programacion del

desarrollo usando modelos animales.

Estudios donde se comparan los modelos animales y humanos:

Las investigaciones epidemioldgicas en humanos resultan ser de gran importancia
para establecer correlaciones entre el estado nutricional materno y la salud de la
progenie [24]. Sin embargo, las consideraciones éticas en dichos estudios impiden
comprender en su totalidad como es que los cambios en el entorno de un individuo
pueden deteriorar su salud a corto o largo plazo. En cambio, el uso de animales en
la investigacion nos permite evaluar mecanismos complejos involucrados en el
desarrollo de una enfermedad, obteniendo datos reproducibles que se pueden
contrastar con los resultados epidemiolégicos reportados hasta el momento [58].
Aunado a lo anterior, el trabajo con animales de laboratorio provee a los
investigadores de ciertas ventajas que generalmente no se obtienen al trabajar con
humanos, por ejemplo, se tiene un mayor control de las condiciones ambientales a
las que estardn expuestos los individuos durante el desarrollo del experimento
(ciclos de sueiio, actividad fisica, ingesta caldrica, niveles de estrés, etc.); también
se tiene un mayor control de los factores genéticos, pues en un modelo animal se
pueden seleccionar las parejas para reproduccion, asi como dar seguimiento a
diferentes generaciones, dado que algunas especies animales tienen ciclos de vida
mucho mas cortos que el ser humano. Ademas, el uso de modelos animales nos
permite controlar los tratamientos que se implementan sobre estos mismos,
establecer algun tipo de intervencion, evaluar el desarrollo y crecimiento fetal, asi
como estudiar la citoarquitectura de diferentes 6rganos y tejidos obtenidos a través

de la eutanasia de los sujetos de experimentacion [58, 72].

Especies animales comunmente utilizadas en investigaciones relacionadas a
la programacion del desarrollo:

Dentro de esta lineade investigacion, el usode animalestiene el objetivo de evaluar
como los factores positivos o negativos en el ambienteintrauterino pueden modificar

el correcto desarrollo de la descendencia [58].
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A la fecha, se han descrito mas de 23 especies donde se han evaluado los efectos

de la programacion del desarrollo, dentro de las cuales los de mayor uso han sido

los modelos en roedores (ratas, ratones y conejillos de Indias), ovejas, bovinosy

primates no humanos (Figura 2) [24, 58, 72].
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Los estudiosen primates nohumanos se han utilizado cuando serequiere un mayor
parentesco genético respecto al modelo humano. En el caso de disefios
experimentalesquetienen quever con gestacion, el usode primates tienela ventaja
de que la duracion del embarazo es similar a la del ser humano, asi como las
camadas generalmente son de una o dos crias [72]. Algunos estudios en estos
animales han mostrado que la alimentacion con dietas hiperlipidicas durante la
gestacion y lactancia puede provocar niveles elevados de colesterol y triglicéridos
en las crias, alteraciones en la funcion placentaria de la madre, asi como desarrollo
de higado graso no alcohdlico e hipertrofiadel TA de la progenie en la edad adulta
[24].

Por su parte, los modelos en ovejas se han utilizado principalmente para estudios
epigenéticos [72], en donde se ha observado que el consumo de dietas altas en
lipidos puede promover la expresion de genes lipogénicos, asi como se han
encontrado mayores depoésitos de grasa y defectos en el desarrollo del musculo

esquelético de la descendencia [24].

En cuanto a los modelos en roedores, estos se han utilizado por ser animales mas
pequefios, mas faciles de cuidary manipulary con un ciclo de vida mas corto. En
los estudios de gestacion, el uso de ratas y ratones reduce significativamente los
costos, pues el periodo de embarazo es menor (alrededor de 21 dias), comparado
con otras especies. No obstante, se debe considerarque la principal desventaja que
tienen estos modelos es que son genéticamente diferentes a los humanosy la
descendencia es altricial (las camadas son superiores a tres fetos, los cuales nacen
desprovistos de pelo, con ojos y oidos cerrados y con nulacapacidad homeotérmica
y motora; nacen después de cortos periodos de gestacion, maduran muy
rapidamente y tienen unavida adulta corta [50]), por lo que las investigaciones en
estos animales suelen tener mayor validez cuando se suman con los resultados

encontrados en otras especies [72].



En general, se ha visto que todos los modelos en mamiferos parecen tener una
tendencia en comun, en donde las crias que provienen de madres expuestas a
dietas altas en grasa presentan modificaciones desfavorables en su fisiologia como
alteracionesen el desarrollo de érganos y tejidos, inhibicion del crecimiento,cambio

en sus vias metabdlicas y enddcrinas, asi como modificaciones epigenéticas [24].

2.1.3 Obesidad: Un problema de salud publica a nivel mundial.

Definicion:

La obesidad es una enfermedad cronica y multicausal que se define como “una
acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud”
[40, 53]. Se considera que es de origen multifactorial, pues su aparicion y desarrollo
en un individuo tiene que ver con una compleja interaccion entre factores
ambientales, genéticos y sociales [24]. En general, la causa de obesidad que ha
sido mas reconocida a nivel mundial es un desequilibrio entre las calorias
consumidas a través de la dieta y las calorias gastadas durante la actividad fisica,
teniendo como resultado la acumulacién de grasa en el organismo [53]. Sin
embargo, existe unagran variedad de factores que pueden contribuiral desarrollo
de esta condicion, por ejemplo, cambios hormonales relacionados al
envejecimiento, nivel socioeconémico, raza, sexo, factores socioculturales y
conductuales como un estado de estrés, ansiedady depresién, consumodealcohal,

tabaquismo, por mencionar algunos [27, 40].

Clasificacion:

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el exceso de peso en
unapersonase puede categorizar de acuerdo a su indice de masa corporal (IMC),
el cual se definecomo el cociente del peso corporal en kilogramos entre el cuadrado

de la estatura en metros, teniendo asi los siguientes intervalos (Figura 3) [29]:
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IMC (kg/m?) - 185-249 250-299  300-349 35.0-39.9

Pesonormal  Sobrepeso Obesidad Obesidad Obesidad
grado | grado Il grado lll
(severa) (morbida)

Figura 3: Clasificacion del exceso de peso en un individuo de acuerdo al
valor del IMC. IMC = Indice de masa corporal. MA Pérez.

Epidemiologia:

Actualmente, la obesidad se considera como una pandemia, es decir, es una
enfermedad (en este caso no infecciosa) que se extiende en varios paises y
continentes, se presenta en gran parte de la poblaciény persiste a través del tiempo
[51]. Hablando en términos globales, se havisto que en paises desarrollados, como
algunas partes de Europa y Norte América, la obesidad tiene una muy alta
prevalencia, mientras que en paises en vias de desarrollo ya se esta alcanzando el
mayor impacto de esta condicion [31, 43]. Se ha visto que la prevalencia del
sobrepeso y la obesidad ha incrementado a nivel mundial en las ultimas tres
décadas, afectando alrededor del 75% de las personas adultas. Aunado a esto, se
determin6 que en el afio 2015, el exceso de peso representd un 10.8% de las

muertes en todo el mundo, mientras que en 2016, la cifraaumentd a un 12.3% [29].

11



Prevalencia del sobrepeso y la obesidad en la poblacion infantil y mujeres en
edad reproductiva en México:

De acuerdo con el ultimo informe emitido por la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT), se determin6 que en el afo 2021 la prevalencia del
sobrepeso y obesidad en niflas y nifios menores a 5 afos era del 7.8%
(aproximadamente 777,800 preescolares); dicho porcentaje ha ido en aumento en

comparacién con afios anteriores, ya que en 2018 y 2019, la cifra en esta misma
poblacién era del 6.8% [29].

Con respecto a la poblacién en edad escolar (5 a 11 afios de edad), se encontrd
que en el 2021 la prevalencia del sobrepeso fue de 16.6% en nifiosy 21.2% en
nifias, mientras que en el caso de la obesidad esta fue de 23.8% en nifiosy 13.1%
en nifias (Figura 4). Al comparar estos resultados con informes de afios anteriores,

se encontré que, segun el sexo, el porcentaje aumentd principalmente en los
varones en edad escolar [29].

Actualmente, uno de los datos mas alarmantes es que nuestro pais ocupa el primer

lugar a nivel mundial en sobrepeso y obesidad infantil [58].
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Figura 4: Prevalencia nacional del sobrepeso y obesidad en la poblacién
infantil. Histograma comparativo entre individuos de 5 a 11 afios de edad.
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Resultados obtenidos de los informes de la Encuesta Nacional de Nutricion (ENN)
1999, y la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2006, 2012, 2018-
19, 2020y 2021, segun el sexo. Figura tomada de: [29] ENSANUT (2021).

En el caso de las mujeres adultas en edad reproductiva (20 a 49 afios) se determiné
que la prevalencia combinada del sobrepeso y obesidad tuvo un incremento
significativo en las ultimas tres décadas, pues la cifra aument6 de 34.5% en el afio
1988, a 71.8% en 2021 (Figura 5) [29].
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Figura 5: Prevalencia nacional del sobrepeso y obesidad en mujeres adultas.
Histograma comparativo entre individuos femeninos de 20 a 49 afios de edad.
Resultados obtenidos de los informes de la Encuesta Nacional de Nutricion (ENN)
88y 99,y la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2006, 2012,
2016, 2020 y 2021. Figura tomada de: [29] ENSANUT (2021).

Efectos adversos de la obesidad:
Se sabe que la obesidad generada por dietas altas en lipidos y carbohidratos
impacta negativamente en la salud de un organismo, tanto fisica como

mentalmente, generando alteraciones en el apetito, saciedad, metabolismo,
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concentracion de grasa corporal y balance hormonal, asi como es un factor de

riesgo significativo para otros padecimientos [31, 40].

En México, se ha reportado que algunas de las comorbilidades asociadas a la
obesidad han representado un gran porcentaje de mortalidad, discapacidad y
muerte prematura en la poblacién en general en las ultimas dos décadas [29]. Se
haidentificado que un IMC elevado es un factor de riesgo importante para padecer
enfermedades crénico-degenerativas no infecciosas, por ejemplo [66]:

e Enfermedades cardiovasculares (principalmente cardiopatia coronaria y
accidente cerebrovascular), que fueron la principal causa de muerte en
nuestro pais en el afio 2008.

e Diabetes e hipertension arterial.

e Trastornos del aparato locomotor (principalmente osteoartritis).

e Algunostipos de cancer (en especial cancer de endometrio, mamay colon).

e Patologias hepéticas cronicas, como la enfermedad del higado graso no

alcohdlico (HGNA) y la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA).

Adicionalmente, estudios recientes han demostrado que la obesidad es el segundo
factor de vulnerabilidad, despuésde la edad, para sufrir complicaciones por COVID-
19, debido a que las enfermedades crénico-degenerativas (como diabetes y
obesidad) van degenerando la funcion del sistema metabdlico, fisioldégico e
inmunoldgico; dicha deficiencia se vuelve mas severa con el paso del tiempo v,
dependiendo del estadio en el que se encuentre la enfermedad, hace que el

individuo se vuelva mas vulnerable ante cualquier otra patologia [40].

Por su parte, se sabe que las mujeres embarazadas en estado de obesidad
presentan mayor tasa de fracaso tanto en concepcion natural como en técnicas de
fertilidad, asi como mayor incidencia de parto prematuro, aborto, preeclampsia,
diabetes e hipertensién gestacional y riesgo a sufrir eventos tromboembdlicos.
Ademas, se ha descrito que la obesidad materna esta relacionada con diversas

complicaciones fetales y perinatales, como anomalias cardiacas y neuronales en
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los neonatos, macrosomia (elevado peso del producto al nacer), muerte neonatal y

mayor riesgo a presentar enfermedades metabdlicas desde la infancia [27].

En el caso de la obesidad infantil, se ha visto que estd asociada con una mayor
probabilidad a sufrirdificultadesrespiratorias, muerte prematura, discapacidaden la
edad adulta, mayor riesgo a fracturas e hipertension, resistencia a la insulina,
efectos psicoldgicos adversos y también favorece la expresion de marcadores

tempranos de enfermedad cardiovascular [66].

Debido alo anterior, actualmente el exceso de peso en unapersona es considerado
como uno de los principales problemas de salud publica en nuestro pais [29]. Dado
gue la obesidad hoy en dia tiene una muy alta prevalencia en nifios, adolescentes
y adultos en edad reproductiva, cada vez resulta de mayor importancia entender los
mecanismos bioldgicos, molecularesy celulares por los cuales esta condicién puede
afectar el estado de salud de un individuo y, por consiguiente, programar

negativamente el desarrollo de su descendencia.

2.1.4 Evaluacion de la programacion del desarrollo en roedores y modelos

murinos de obesidad materna.

En este tipo de disefios experimentales, se han probado diferentes tratamientos en
ratas gestantes, como la administracién de dietas bajas en proteina, altas en grasa
o modificadas en cuanto al contenido de carbohidratos, asi como se han evaluado
diferentes intervenciones como el uso de farmacos o suplementos alimenticios para
determinar si los efectos de dichas dietas sobre la descendencia pueden ser

reversibles [58].

Hablando especificamente de los modelos expuestos al consumo de una dieta alta
en grasa durante su crecimiento y gestaciéon, se haencontrado que esta condicién
puede generarunagran variedad de efectos adversos en la fisiologiade la progenie.

Dentro de las investigaciones realizadas en el Instituto Nacional de Ciencias
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Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ), donde se ha utilizado a la rata
como modelo biolégico, se han reportado los siguientes:

e Alteracion del metabolismo de lipidos a nivel de higado y envejecimiento
prematuro [10].

e Mayor acumulacion de tejido adiposo e hipertrofia de los adipocitos al
alcanzar la edad adulta, principalmente en los machos [24].

e Predisposicion de las hembras a sufrir retraso en la adquisicion, retencion y
mantenimiento del aprendizaje, al igual que unadisminucién en lamotivacion
[20].

e Desequilibrio en los sistemas de defensa antioxidante y produccion de
radicales libres y/o especies reactivas de oxigeno en los machos, lo cual
favorece unamenorcalidad espermatica, alteracionesen la estructuracelular
del testiculo y menor funcion reproductiva [41, 64].

¢ |Intoleranciaala glucosay cambios en la proporcion de células f maduras e

inmaduras en el pancreas [76].

Asi mismo, se han probado distintas intervenciones, como la implementacion de
actividad fisica en la descendencia [64] o la administracién de resveratrol a
diferentes dosis [24, 62], observando que los efectos negativos de la obesidad
materna disminuyeny pueden prevenir el dafio en las crias. No obstante, a pesar
de que se han descrito multiples efectos adversos en la progenie, el estudio de las
adaptaciones en la fisiologia materna que generan dichos efectos sigue siendo
escaso, por lo que se sigue profundizando a nivel celular, molecular y fisiol6gico
sobre este modelo de obesidad materna y su relacion con los cambios negativos

sobre los descendientes [8, 58].

Hoy en dia, lo que también se busca con este tipo de modelos experimentales es
profundizar en el estudio del efecto epigenético sobre la programacién del
desarrollo, pues se haencontrado que los factores ambientales, conductualesy el
tipo de dieta pueden influir en mecanismos como la metilacion, acetilacion y

fosforilacion de proteinas, de tal manera que se altere la activacion o inhibicion de
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diversos genes en la descendenciay, en consecuencia, se favorezca la aparicion

de enfermedades cronico-degenerativas desde lainfanciayhastala vidaadulta [58].

2.1.5 Metabolismo de carbohidratos y lipidos.

Para poder crecer y desarrollarse, todos los seres vivos necesitan del metabolismo,
el cual se puede entendercomo “el ensamble de las transformaciones moleculares
y de transferencia de energia que se desarrollan sin interrupciones dentro de las
células de un organismo” [57]. Este proceso se divide en dos fases principalmente:
catabolismo y anabolismo. En el catabolismo los nutrientes ingeridos en la dieta o
almacenados como reserva son oxidados a moléculas mas simples para la
obtencion de energia en forma de adenosin trifosfato (ATP) [10], mientras que el
anabolismo hace referencia a la sintesis organica de macromoléculas utiles para
el correcto crecimiento de las células, mantenimiento de tejidos y almacenamiento

de energia [61].

Toda actividad celular requiere de moléculas especificas para llevarse a cabo
(proteinas, lipidos, carbohidratos, acidos nucleicos, vitaminas, minerales y agua),
las cuales deben ser transportadas a través de las membranas, frecuentemente
contraun gradiente de concentracion, porlo queel ATP producido en el catabolismo
es utilizado para cubrir este gasto energético. Por ello, los niveles de energiay las
concentraciones de nutrimentos deben estar disponibles constantemente en
cantidad y calidad [46, 57, 61].

El equilibrio entre las diferentes vias metabdlicas estd gobernado por dos principios
fundamentales: laeconomiay la flexibilidad. El primero hace referenciaa que las
células deben regular su actividad de tal manera que no existan deficiencias o
excesos de algun metabolito, mientras que el segundo principio nos habla de como
los organismos son capaces de modificar su metabolismo ante cambios
significativos en su entorno que provoquen variaciones en las concentraciones o el
tipo de nutrientes disponibles [57].
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Metabolismo de carbohidratos:

Con el objetivo de proveer energia que puedaser utilizadade manerainmediata, se
llevan a cabo en la célulauna serie de reacciones quimicas en donde se oxidan los
carbohidratos procedentes de los alimentos, o bien, se sintetizan a partir de
moléculas diferentes a los mismos [57, 61].

La oxidacion de estas moléculas proporciona mas del 50% de la energia necesaria
para los mecanismos de crecimiento, secrecion, absorcion, excrecidn y reparacion
en la célula; ademas, su presencia en el organismo ayuda a la sintesis de
aminoacidosnoesenciales,promueve la reserva de energia en forma de glucégeno

y, ante un exceso, se favorece la sintesis de acidos grasos [57].

Por su parte, para que la glucosa (monosacarido producido a partir de
carbohidratos mas complejos) pueda ser aprovechada, se necesita de la presencia
de lainsulina, qgue esunahormonasecretada por las células 8 del pancreasy cuya
funcién principal es permitir la entrada de esta molécula en el citoplasma celular
[16]. El valor de referencia paralos niveles de glucosa sérica en la rata albina es de
50 a 135 mg/dL [25], mientras que para el caso de la insulina es de 0.72 a 0.88
ng/mL [8, 54].

Estudios en roedores alimentados con una dieta obesogénica han determinado que
la concentracién elevada de glucosa sérica provoca una sobreestimulacion cronica
de las células B del pancreas, teniendo como consecuencia una secrecion
exacerbaday constantede insulina; lahiperinsulinemiageneraa su vez un aumento
en la produccion de especies reactivas de oxigeno (derivado del incremento en la
actividad mitocondrial y del reticulo endoplasmico), por lo que las células
gradualmente pierden su capacidad para secretar esta hormona [76]. La alteracion
en la secrecion de insulina y/o laresistencia a la misma puede generar un deterioro
importante en la funcion metabdlica, dando pie a patologias como diabetes mellitus,

sindrome metabdlico e hipertensién arterial [67].
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La resistencia a la insulina se puede evaluar a través del HOMA, el cual es un
parametro matematico que relacionala concentracion sérica de insulinay glucosa
en ayunoy que ha sido particularmente atil en estudios epidemiolégicosy en la
experimentacion con modelos animales. Los resultados de Antunes, et. al. (2016)
demuestran que este indice puede ser utilizado parala evaluacién de la resistencia

a lainsulina en ratas Wistar con una confiabilidad del 90% [4].

Metabolismo de lipidos:
La interconversién y el metabolismo de lipidos se lleva a cabo principalmente en el
higado (sintesis, almacenamiento, secrecién y catabolismo). Se utilizan como

fuente de energia cuando la concentracion de glucosa sérica es baja [10].

Triglicéridos y colesterol: En los animales, la forma de almacenamiento de
energia mas importante son los triacilgliceroles, también conocidos en el &rea clinica
como triglicéridos, pues al estar menos hidratados que los carbohidratos ocupan
menos espacio, asi como producen una mayor cantidad de ATP al oxidarse [57].
Estas moléculas son ésteres formados a partir de glicerol (cadena hidrocarbonada
con tres grupos funcionales hidroxilo) y tres cadenas de &cido graso (acidos
carboxilicos de cadenalarga) [56]. En cuanto al colesterol, se trata de otro tipo de
lipido que participa en la sintesis de hormonas, acidos biliares y vitamina D, asi
como ayuda a estabilizar las membranas celulares [56]. En las ratas, el valor de
referencia de colesterol total en suero esde 47 a 88 mg/dL, mientras que en el caso
de los triglicéridos es de 25 a 145 mg/dL [45, 73].

Biosintesis: El higado, el TA, la GM vy el rifibn son considerados como los sitios
mas importantes de biosintesis de 4cidos grasos en los mamiferos; estos se forman
a partir del acetil CoA y la nicotinamida-adenina dinucle6tido fosfato (NADPH)
producidos a partir del metabolismo de la glucosa. Las enzimas involucradas en
este proceso son un complejo multienzimatico denominado acido graso sintasa
(AGS) [57].
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La biosintesis de novo es promovida cuando existen condiciones de exceso de
energia, como unaalimentacion ricaen carbohidratosy baja en grasa. Este proceso
es activado por la insulina e inhibido por el glucagon. Una vez sintetizados, los

acidos grasos son almacenados en forma de triglicéridos en el higado y el TA [10].

Oxidacion de acidos grasos: Durante el ayuno o cuando el aporte energético por
parte de la dieta es insuficiente, el TA libera moléculas como la adrenalinay el
glucagon para estimular la hidrélisis de los triglicéridos y asi obtener acidos grasos
y glicerol. Los &cidos grasos salen al torrente sanguineo, en donde se unen a la
albuminay son transportados a otros tejidos, mientras que el glicerol es utilizado
por el higado para la sintesis de glucosa [57]. La B oxidacion es la principal via por
la cual se oxidan los acidos grasos. El acetil CoA producido por esta via se convierte
en acetoacetato o en D-B-hidroxibutirato, los cuales, en conjunto con la acetona, se
denominan como cuerpos ceténicos, moléculas que son equivalentes a los acidos
grasos y se comportan como fuente de energia para muchos tejidos
(particularmente el corazén y el musculo esquelético) cuando la concentracion de
glucosa es escasa. La sintesis de cuerpos cetonicos (también conocida como
cetogénesis) se estimula en el higado cuando la 8 oxidacion de los acidos grasos
es alta, y posteriormente son transportados por el torrente sanguineo para su

utilizacién como sustratos energéticos [10].

Las investigaciones en modelos animales, principalmente en roedores, han
demostrado que la acumulacion excesiva de grasa, derivada de laingesta de dietas
hiperlipidicas, genera desequilibrios en la concentracion y metabolismo de lipidos,
teniendo como resultado el aumento en los niveles de colesterol y triglicéridos, el
incremento en la adiposidad y el desarrollo de un fenotipo obeso. Se ha sugerido
gue el excedente de colesterol en sangre da pie a un aumento en la sintesis de
acidos biliares, lo que a su vez promueve una mayor producciéon de radicales libres
y, por consiguiente, se genera estrés oxidativo, lo cual generadafio en las células

de los diferentes 6rganos y tejidos (lipotoxicidad) [10, 45].
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2.1.6 Higado.

Es considerado como el principal 6rgano metabolizador del organismo. Se trata de
unaestructura color marron rojizo, de superficie lisa 'y que en unapersona adulta
representa alrededor del 2% del peso corporal [68]. Por su parte, en las ratas el
higado es un 6rgano multilobulado ubicado del lado derecho de la cavidad

abdominal y su masa representa alrededor del 6% del peso corporal total [74].

El parénquima hepatico estda conformado por células epiteliales poliédricas
denominadas hepatocitos, los cuales son de aspecto cubico, generalmente
mononucleares, agrupados en tabiques interconectados, con citoplasma eosinéfilo

granuloso, con reticulo endoplasmico, glucégeno y abundantes mitocondrias [36].

Los hepatocitos estdn encargados de controlar la homeostasis en las
concentraciones de glucosa, glucogeno, lipidos, vitaminas A y D y acidos biliares.
También son responsablesde la produccién de colesterol y proteinas que participan
en el transporte de grasas, almacenamiento y liberacion de glucosa, transformacion
de amoniaco en ureay creacion de factores inmunoldégicos [10, 74].

En los animales, el higado tiene un papel importante en la detoxificacion de los
xenobioticos absorbidos a través del proceso de digestion (toxinas, solventes
organicos, farmacos, etc.), antes de su distribucion por el torrente sanguineo.
Ademas, se sabe que en los mamiferos, la hematopoyesis inicial tiene lugar en el
higado fetal [10, 74].

El desarrollo del higado en los roedores comienza al dia 10-11 dG, en donde las
células adquieren la apariencia morfolégica de hepatoblastos (células inmaduras).
Al dia 13dG, el higado se expandey ocupasu posicién junto al diafragma, asi como
se da la formacion de I6bulos. Al dia 19 dG hay un notable aumento en el nimero y
tamafio de hepatocitos maduros y, al dia 21 dG, el parénquima hepatico alcanza
una citoarquitectura completamente madura, asi como se hacen evidentes los

bordes entre los I6bulos. Salvo algunas diferencias, la mayoria de las estructuras
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fundamentales del higado estan presentes tanto en el embrion de la rata como en

el humano [74].

Relacién del higado con el metabolismo de lipidos y la obesidad:

El higado juega un papel importante en la sintesis de acidos grasos, triglicéridos,
colesterol y lipoproteinas plasmaticas, que son las encargadas del transporte de los
lipidos enddgenos y exdgenos en el organismo [2].

Como se ha mencionado anteriormente, los triglicéridos se pueden almacenar en el
higado en forma de gotas de grasa macro y microvesiculares dentro de los
hepatocitos. Cuando se tiene una acumulaciébn excesiva de lipidos,
macroscopicamente se puede visualizar como una coloracion amarilla palida en la
superficie de este 6rgano, mientras que a nivel de parénquima, la citoarquitectura
se modifica de tal manera que el area ocupada por los depdsitos de grasa es mayor

respecto al area correspondiente al tejido hepatico [68].

Dado que actualmente las condiciones de vida han propiciado el aumento en el
consumo de dietas altas en grasa, cada vez es mas frecuente la expresion de
enfermedades como diabetes, resistencia a la insulina, obesidad y/o sindrome
metabolico dentro de la poblacion, lo cual se ha visto que esta estrechamente
relacionado con algunas patologias hepaticas crénicas, como lo es el HGNA, la
EHNAY, durantela gestacion, el higado graso agudodel embarazo (HGAE). Dichos
padecimientos son provocados por un desequilibrio en la produccion y demanda de
triglicéridos, por lo que se tiene una acumulacién excesiva de grasa (esteatosis) y
entonces los hepatocitos comienzan a inflamarse y dafiarse (esteatohepatitis). Se
sabe que estas enfermedades pueden complicarse y progresar hasta desencadenar

hepatitis, cirrosis, falla hepatica o carcinoma hepatocelular [10].

Las investigaciones en roedores han evaluado el efecto de la exposicion a dietas
altas en grasa y carbohidratos sobre la funcién hepatica, llegando a la con clusién
de que el estado de obesidad derivado del consumo de estas dietas esta

directamente relacionado con la aparicion de esteatosis y esteatohepatitis, asi como
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se tiene inflamacion y fibrosis en el tejido hepatico. Asi mismo, se sabe que un
higado saludable se caracteriza por tener cierta resistencia al estrés oxidativo,
mientras que el higado graso es vulnerable a dicho estado, ya que los depésitos de
grasa en los hepatocitos favorecen la produccion de radicales libres y especies
reactivas de oxigeno. Ademas, se determiné que las ratas que fueron alimentadas
de esta manera generaron hiperglucemia, lo que a su vez favorecio una condicién
de hiperinsulinemia e hiperleptinemia y, posteriormente, esto provoco resistencia a
ambas hormonas, asi como también se encontré que esta dieta condujoa un estado
de hipertrigliceridemia, aumento en la adiposidad y también se tuvo lesion

hepatocelular [34].

2.1.7 Tejido adiposo (TA).

Es considerado como un 6rgano endocrino cuya funcion principal es mantener la
homeostasis energética en el organismo mediante el almacenamiento de
triglicéridos y liberacion de acidos grasos [24]. En comparacion con otros érganos,
el TA posee la capacidad de expandirse a lo largo de la vida como respuesta a
estimulos ambientales, sobre todo ante el consumo de dietas con un elevado aporte
calorico. La obesidad se caracteriza por el incremento excesivo en la masa del TA,
lo que eventualmente se manifiesta como un aumento en el peso corporal [28].

En los mamiferos, el TA se puede clasificarde acuerdo a su funcion en tejido blanco
pardo y beige; el TA blanco es el principal depdésito de grasa en el organismoy se
encarga de brindar proteccion mecanica a algunos 6rganos, abastecer de energia
a otros tejidos en los intervalos de ayuno, participa en la regulacién de larespuesta
inmune e inflamatoria y secreta hormonas capaces de informar a todo el cuerpo
sobre el estado del balance energético, mientras que el TA pardo tiene actividad
termogénica, es decir, promueve la reduccién de la adiposidady el aprovechamiento
de la grasa mediante el aumento de la temperatura corporal. Por su parte, estudios
recientes han reportado la existencia de un tercertipo de TA, denominado como TA
beige, el cual se encuentrainmerso en el TA blanco y surge a partir de precursores

de adipocitos blancos en respuesta a estimulos ambientales como temperatura,
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dieta y actividad fisica; dependiendo de las necesidades de almacenamiento o
disipacién de energia en el organismo, el TA beige puede fungircomo TA blanco o
TA pardo [14, 24, 28].

La unidad funcional del TA son los adipocitos, los cuales son células con la
capacidad de almacenartriglicéridos en forma de una grande y Unica gota de grasa
rodeada por un citoplasma delgado, desplazando el nucleo y otras estructuras
celulares hacia la membrana [24].

Los adipocitos secretan una gran variedad de moléculas (adipocinas) encargadas
de regular diversas funciones metabdlicas, por ejemplo: (1) la adiponectina mejora
la sensibilidad a la insulina y estimula la oxidacion de acidos grasos y la
gluconeogénesis;(2) las interleucinas (IL) -1B, -6 y -8, y el factor de necrosistumoral
alfa(TNF-a) tienen actividad proinflamatoria;y (3) la leptinaes un péptidoencargado

principalmente de regular el apetito y saciedad [24].

Adipogénesis y lipogénesis:

El crecimiento del TA asociado a la necesidad de almacenar el exceso de energia
involucra dos mecanismos principales: adipogénesis, que se refiere al incremento
en el namero de células (hiperplasia), y lipogénesis, que tiene que ver con la
sintesis y acumulacion de triglicéridos, lo que ocasionaun aumento en el tamafio

de los adipocitos (hipertrofia) [63].

En la adipogénesis los pre-adipocitos son convertidos en adipocitos, los cuales son
células completamente diferenciadas que, unavez que alcanzan su madurez, son
incapaces de dividirse mitéticamente, por lo que necesitan de un proceso de
recambio para ser reemplazados cuando mueren o se dafan. Este mecanismo
requiere de la expresion altamente organizadade unacascada de diversos factores
transcripcionales y puede verse influenciado por los nutrientes presentes en el
entorno [24, 63]. En la edad adulta, el numero de adipocitos se mantiene
relativamente constante (gracias a la produccion sostenida de precursores y la

diferenciacion de los mismos) y la tasa de recambio es baja (alrededor del 10% de
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los adipocitos son reemplazados al ailo). No obstante, se haencontradoque latasa
de recambio de los adipocitos puede variar entre individuos y dichas diferencias se
han relacionado con alteraciones metabdlicas tales como la dislipidemia y la
resistencia a la insulina [28].

Durante la progresion de la obesidad, el proceso de hipertrofia ocurre antes de la
hiperplasia, pues se le da prioridad al almacenamiento de grasa en los adipocitos
maduros disponibles para asi proteger a los tejidos adyacentes de la lipotoxicidad,;
luego, la hiperplasiatiene lugarcomo un mecanismo de recuperacién para equilibrar
la hipertrofiay mantenerla homeostasis en los adipocitos. De esta manera, ambos

procesos se regulan reciprocamente [24].

La caracterizacion del tamafio y numero de adipocitos puede proporcionar
informacioén acerca del estado metabdlico de un individuo; por ejemplo, en modelos
murinos se ha encontrado unarelacién entre un TA hipertroficoy la manifestacion
de desodrdenes tales como resistencia a la insulina, sindrome metabdlico e
hiperleptinemia. En el caso de la hiperplasia, se ha relacionado la presenciade un
mayor numero de adipocitos mas pequefios con unamayor sensibilidadala insulina
y concentraciones mas bajas de glucosa, colesterol y triglicéridos en suero (Figura
6) [28].

Tejido adiposo Tejido adiposo
hipertrofico hiperplasico
* Numero de celulas reducido. +« Aumento en el nimero de células.
» Adipocitos de gran tamafio. « Adipocitos de tamario pequefio.
« 1 Resistencia * | Resistencia
a la insulina. a la insulina.
* 1 Glucosa e * | Glucosa e
Insulina. Insulina.
« 1 Colesterol y * | Colesteroly
triglicéridos. triglicéridos.

Figura 6: Comparacion entre los estados de hipertrofia e hiperplasia del
tejido adiposo a nivel metabdlico. Figura adaptada de [28] Ibafiez (2019).
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Se ha descrito que el TA es uno de los O6rganos mas susceptibles para ser
programados negativamente por el estado nutricional de la madre, ya que la
capacidad de almacenamiento se desarrolla principalmente en el Gltimo tercio de la
gestacion (alrededor del dia 17 en ratas) y se acelera durante la lactancia. Las
perturbaciones que provoquen modificaciones en el namero, tamafio y/o fisiologia
de los adipocitos y sus precursores durante el desarrollo temprano pueden provocar
cambios importantes (por ejemplo, alteraciones en la funcidn de los receptores
adrenérgicosy de insulina presentes en la membrana del adipocito, ademas de una
disminucion en la sensibilidad a la leptina durante los primeros dias de vida, lo cual
puede repercutir en la correcta sefializacion hacia el hipotalamo y afectar la
sensacion de apetito y saciedad) que afecten la capacidad de almacenamiento de

grasa y regulaciéon del metabolismo energético de los descendientes [28].

Regulacion de la sensacién de apetito y saciedad:

El apetito esta principalmente controlado por el hipotalamo, el cual depende de las
sefializaciones provenientes de fuentes periféricas como el pancreasy el TA. La
regulacion hipotalamica del apetito y saciedad se desarrolla en primera instancia
durante la vida fetal y continua su maduracion durante el periodo neonatal, de tal
manera que se da lugar a dos tipos de poblaciones de neuronas (orexogénicasy
anorexogénicas), las cuales estan encargadas de enviar y recibir mensajes
opuestos respecto a laingesta de alimentos y de esa manera regularla cantidad de

energia que se obtiene a través de la dieta [63].

La leptina es una hormona secretada principalmente por el TA blancoy tiene la
funcién de actuar como marcador de las reservas energéticas del organismo,
interviniendo en diversos procesos fisioldgicos como la regulacion del balance
energético, el control del apetito y del peso corporal, entre otros [70]. En los
humanos y en los roedores, la concentracién de leptina sérica aumenta en
proporcion con la masa del TA y su actividad tiende a disminuir en condiciones de

ayuno [71].
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La regulacion hipotalamica del apetito y saciedad se desarrolla durante el periodo
fetal, con el objetivo de preparar a la cria para la vida postnatal, por lo que los efectos
nutricionales durante la gestacién pueden modificar de manera permanente la
estructura y funcién del hipotalamo, asi como generar un desequilibrio en los
mecanismos de adipogénesisy lipogénesis, teniendo como resultado alteraciones
en la regulacion del apetito y funcion del TA, lo cual puede contribuir al desarrollo

de un fenotipo obeso en la descendencia [63].

2.1.8 Glandula mamaria (GM).

Se trata de un organo glandular inico en mamiferos cuya funcion especificaes la
de sintetizar, almacenary secretar leche materna, la cual es utilizada para alimentar
a la descendencia durante el periodo postnatal inmediato para que ésta pueda

desarrollarse adecuadamente [14, 23].

La GM esta presente tanto en machos como en hembras. Sin embargo, a pesar de
gue su establecimiento y conformacion es similar en ambos sexos durante la
infancia, en las hembras la glandula sufre diversos cambios con el inicio de la
pubertad (aproximadamente al dia 70-80 de vida en ratas Wistar) [21]. En esta
etapa, los niveles de estrégenos y hormonas del crecimiento promueven la
proliferacion epitelial y el desarrollo masivo del tejido adiposo. En cambio, en los
machos este proceso se inhibe alaumentarlos niveles de testosterona, la cual actia
sobre las células mesenquimales del estroma e induce regresion y necrosis, por lo
que en este sexo la GM solo es considerada como un 6rgano vestigial [5, 77]. Cabe
mencionar que, a diferencia de otros tejidos (que alcanzan un estado relativamente
maduro durante la vida fetal), la GM en las hembras completa su desarrollo solo
hasta la pubertad y Gnicamente adquiere su madurez funcional durante el periodo

de gestacion y lactancia [14].
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Estructura:
La GM esta dividida en tres partes principales: los pezones, que se encuentran en
el area externa, mientras que el parénquimay el estroma estan ubicados en el area

interna [77].

Pezones: Son estructuras conicas a partir de las cuales nace una amplia
ramificacion de conductos, asi como permiten la eyeccion de laleche [1, 77]. En los
animales, al conjunto de glandulas y pezones se le denomina “ubre” y abarca la
region toracica, abdominal e inguinal [5]. A diferencia de los humanos, que solo
tienen dos glandulas mamarias, en los roedores existen seis pares ubicados en el
area cérvico-toracica anteriore inguinal posterior.La mayoria de las investigaciones

se realizan en el cuarto par (region inguinal) [14].

Parénquima: En esta zona se encuentran los elementos fundamentales para el
correcto funcionamiento de la GM, tales como los acinos glandulares, I6bulos 'y
lobulillos, alvéolos y el sistema de conductos galactéforos. Los acinos son
estructuras formadas por mdultiples células epiteliales, las cuales son las
responsables de la sintesis de leche materna. Estos acinos se agrupan en racimos
para formar lobulillos y luego, estos se juntan para formar estructuras mas grandes
conocidas como l6bulos (cada mama tiene alrededor de 15 a 25 I6bulos). Durante
el periodo de gestaciony lactancia,lalechesintetizadaes almacenadaen diminutos
sacos huecos ubicados en los I6bulos, conocidos como alvéolos, y posteriormente
es expulsada por células contractiles (mioepiteliales) para ser transportada a través
del sistema de conductos hacia los pezones [1, 35]. Las células epiteliales se
encuentran en lacapaluminal (interna)de las estructuras ductalesy estan rodeadas
por una capa basal (externa) de células mioepiteliales; interpuestas entre ambos
tipos de células, se encuentran las células madre y las progenitoras mamarias, las

cuales dan lugar a la proliferacion de ambos linajes [14].

Estroma: Esla zona alrededor del parénquima que da soporte a la mama. En los

humanos, el estroma estd conformado por tejido conjuntivo fibroso y adiposo,
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mientras que en los roedores solo se tiene tejido graso. EI TA es lo que conforma la
mayor parte de la mama (excepto durante la gestacion y lactancia) y esta
involucradoen el remodelamiento de toda la GM durante el periodo gestacional [14,
77].

Establecimiento de la GM y ciclo de maduracion durante la gestacion:

El desarrollo de la GM involucra un proceso de distintas fases que tienen lugar en
diferentes periodos de la vida, comenzando por la formacion de una glandula
primitiva durante la etapa fetal, seguido de un crecimiento minimo durante la
infancia. En las ratas hembra, los conductos mamarios comienzan a elongarse y
ramificarse lentamente a partir de las primeras tres semanas de vida.
Posteriormente, se tiene un desarrollo mas complejo durante la pubertad, gracias al
inicio de la ovulacion: tras 10 semanas de vida, el ciclo estral de la rata propicia el
alargamiento y ramificacion de los conductos galactéforos, asi como se tiene la
participacion del estradiol, que es una hormona sexual femenina que en este caso
favorece la hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos cercanos al sistema ductal
(Figura 7A) [14, 23, 69].

Aunque con cada ciclo estral ocurren cambios minimos en la conformacion de la
GM, es en los periodos de gestacion y lactancia cuando ésta sufre una
remodelacién completa para madurar y convertirse gradualmente en un érgano
secretor de leche totalmente funcional. Al principio del embarazo, la GM aumenta
rapidamente de tamafio debido al incremento en los niveles de estrogenos y
progesterona, lo que estimula la diferenciacion y proliferacion de las células
secretoras, la conformacién de novo de lébulos y lobulillos, la elongacién y
ramificacion acelerada de los conductos existentes y la morfogénesis alveolar, con
lo cual se tiene un inminente crecimiento del parénquimay, por consiguiente, una
disminucién en el area ocupada por los adipocitos (Figura 7B). Los alvéolos
secretores comienzan a desarrollarse en las terminales de los conductos

aproximadamente al dia 10 dG en ratas (Figura 7C) y, en la ultima etapa de la
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gestacion (dia 17-18 dG) y durante la lactancia, estos alvéolos se llenan de leche

gracias a la participacion de la prolactina [23, 69, 77].

Otras hormonasy factores de crecimiento que regulan directamente la proliferacion
mamaria durante la gestacion son el lactégeno placentario, el factor de crecimiento
epidérmico, factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a) y los factores
paracrinos del estroma, mientras que indirectamente se tiene la influencia de la

insulina, la hormona del crecimiento y los glucocorticoides [23].

Posteriormente, al finalizar el periodo de lactancia,la regresion de la GM a su estado
basal comienzacon el destete, o que promueve que gradualmente los alvéolos se
encojan y disminuyan su numero y tamafio hasta desaparecer; se da un proceso de
apoptosis masiva de las células epiteliales y entonces se da un aumento en la
deposicion del TA; a esta etapa se le conoce con el término de involucion (Figura
7D).

Se sabe queeste ciclo puederepetirse en multiplesembarazos a lo largo de la edad
reproductiva de la hembra, la cual puede ser de hasta 18-20 meses en ratas [21,
23, 77].
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Figura 7: Ciclo de maduracion de la glandula mamaria durante la edad
reproductiva en ratas hembra. Diagramas representativos de la GM
acompafados con microfotografias del tejido mamario en ratas hembra (tincién de
hematoxilinay eosina (H&E), escala: 50 um). A) Periodo virginal: Estructuras
ductales que convergen en el pezén y comienzan a infiltrarse en el estroma
mamario. B) Periodo gestacional: (Dia 17-18 dG). Formacién de estructuras
alveolares y disminucion progresiva de los adipocitos. C) Periodo lactante: (Dia
14-15 de lactancia). Prevalencia de estructuras alveolares y ductales; adipocitos
no visibles. D) Periodo de involucion: Retorno al fenotipo previo a la gestacion.
Figura adaptada de [14] Colleluori (2021).

Composicion de la leche materna:

La lactancia es considerada como el proceso natural mas importante en los
mamiferos, cuyo fin es garantizar el adecuado estado nutricionaly supervivenciade
las crias [14]. La leche producida por madres sanas y bien nutridas representa el

mejor alimento posible para los neonatos [11].

La leche de diferentes especies de mamiferos varia ligeramente en composiciony
Unicamente es apropiada para el consumo de las especies para las cuales fue

sintetizada [23]. Ademas, se ha encontrado que la composicién de la leche puede
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verse influenciada por diversos factores genéticos, ambientales y sociales, como la
alimentacion de la madre, la variabilidad entre poblaciones, el tiempo de duracion
de la lactancia e incluso se ha encontrado que puede cambiar con la hora del dia
[11].

De manera general, lo que la leche materna contiene son todos los nutrimentos
necesarios para el correcto desarrollo de las crias, entre los cuales se encuentran
vitaminas liposolubles, como la A, D y K; vitaminas hidrosolubles, como la B-6, B-
12 y el folato; yodo y selenio; proteinas, carbohidratos y una variedad de lipidos,
entre los que se incluyen al colesterol y los triglicéridos [11]. Aproximadamente el
98% de los lipidos presentes en la leche son triglicéridos conformados
principalmente por tres acidos grasos: araquiddnico (AA), eicosapentaenoico (EPA)
y docosahexaenoico (DHA), cuya funcidén es participar en los procesos de
maduracioén y correcto desarrollo de la funcién metabélica, inmunoldgicay neuronal
de la progenie, asi como se havisto que son sensibles a los efectos de la nutricion

materna [30].

Investigaciones realizadas en modelos de obesidad materna en roedores han
sugerido que el consumo de dietas altas en grasa podria generar desequilibrios en
la correcta diferenciacion y maduracion de la GM durante los periodos de gestacion
y lactancia,ya que se ha demostrado que laleche producidapor estas madres tiene
unacomposicion alterada en cuanto a cantidad y calidad, lo que a su vez provoca
desérdenes en la funcién metabdlicay neuronal delos descendientes [9], por lo que
es necesario seguir profundizando en cuales son las adaptaciones fisiolégicas que
sufre la GM de la rata gestante ante el estado de obesidad y que se relacionan con

el déficit nutrimental encontrado en la leche.

2.1.9 Desarrollo fetal y metabolismo materno durante la gestacion.

Durante el periodo gestacional, las necesidades nutricionales de la madre se ven

incrementadas, respecto al estado de no embarazo, pues lafisiologiamaterna sufre
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cambios adaptativos que permiten el surgimiento de un nuevo organismo, asi como
se deben cubrir todas las demandas energéticas que estan involucradas en el

desarrollo del feto [62].

El crecimiento fetal se caracteriza por un proceso de organogénesis que depende
del equilibrio entre los constituyentes maternos, placentarios y ambientales. El feto
adquiere la nutricion necesaria a través de diversos mecanismos de transporte en
la placenta. La disponibilidad de sustratos nutricionales depende de su
concentracion en sangre y la regulacién hormonal materna, por lo que el desarrollo
de érganos fetales es sensible a la actividad metabdlica de la madre, derivada del
tipo de dieta que consume. En ese sentido, el feto puede nutrirse o sobrenutrirse en

relacion con la cantidad y el tipo de nutrientes disponibles [10].

La gestacién en humanos y roedores es una etapa en donde 6rganos como el
higado, TA y GM sufren adaptaciones fisiologicas y cambios importantes en su
metabolismo. Estas modificaciones son promovidas por diversas hormonas
maternas (estrégenos, progesterona, prolactina, entre otras), las cuales proveen de
cierta plasticidad morfolégica a estos tejidos para poder soportar las demandas

energéticas requeridas [19].

En el caso del higado, las investigaciones en roedores han determinado que para
poder satisfacer todas las necesidades metabdlicas de la gestacion (demanda
energéticade lamadre y del feto, asi como detoxificacidén de los metabolitos fetales)
se induce un proceso de hepatomegalia, es decir, se da un crecimiento importante
de este drgano (aproximadamente del 30%), el cual es resultado de un incremento
en el nUmeroy tamafio de células, es proporcional al nGmerode fetos y ocurre antes
del aumento en el peso corporal materno [47].

Dado que la glucosa presente en el suero de la madre es reservada para el
aprovechamiento del embrion, la lipogénesis y oxidacién de acidos grasos se
convierten en la principal fuente de energia durante la gestacion. De esta manera,

el inicio del embarazo se caracteriza por un estado anabdlico en el cual el higadoy
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el TA tienen la responsabilidad de incrementar las reservas de grasa en el
organismo materno a través de la acumulacion de glucogeno vy triglicéridos. La
mayoria de los nutrientes se almacenan en las etapas tempranas del embarazo,
donde los requerimientos energéticos son relativamente bajos, de tal manera que
se puedan soportar las demandas feto-placentariasy maternas durante la gestacion
tardia y la lactancia. Para ello es necesario que ambos 6rganos aumenten su
actividad en cuanto al metabolismo de lipidos, asi como se tienen procesos de

hiperplasia e hipertrofia tanto en los hepatocitos como en los adipocitos [13, 19].

Asi mismo, como se ha mencionado anteriormente, la GM necesita alcanzar su
madurez funcional durante la gestacion, por lo que esta etapa es lamas importante
en su desarrollo y, en consecuencia, se tiene una demanda metabdlica muy alta.
Se sabe quedurante el iempo gestacional de larata, la diferenciaciéony maduracion
del tejido mamario requiere alrededor del 25% de la ingesta energética diaria, por lo
quelafuncién metabdlicadel higadoy el TA se vuelve esencial durante este periodo
(Figura 8) [23].
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Figura 8: Metabolismo y funcion de érganos maternos durante la gestacion.
TA = Tejido adiposo; GM = Glandula mamaria. MA Pérez.
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Por lo anterior, no es sorprendente que las perturbaciones en el metabolismo de
estos tejidos, derivadas de la ingesta de unadieta alta en grasa, puedan generar
cambios potenciales en la fisiologia materna durante la gestacion (como
alteraciones en la funcién metabdlica y endocrina del higado y el TA o una
proliferacion y diferenciacioén ineficiente de la GM) y, por consiguiente, alteren de

manera permanente el desarrollo embrionario y postnatal temprano de las crias.

2.2 Justificacion.

Hoy en dia, la obesidad se ha convertido en una pandemia cuya prevalencia ha
aumentado de forma alarmante a nivel mundial [78]. Entre los diferentes factores
que pueden propiciar el desarrollo de un fenotipo obeso, se puede destacar que las
condicionesdelavida cotidianahan propiciado el aumentoen el consumode dietas
altas en grasa [39], lo cual se ha demostrado que genera un estado de obesidad
que trae consigo alteraciones negativas en el metabolismo y, por consiguiente,

impacta desfavorablemente en la calidad de vida de quienes lo padecen [78].

En México, se ha observado que esta condicién se presenta en uno de cada tres
nifos y adolescentes y en siete de cada diez adultos [59]. Debido a esto, no es
sorprendente que un numero creciente de mujeres en edad reproductiva se
embaracen en estado de sobrepeso u obesidad [78], por lo que se ha alertado que
esto puede representar no solo un desbalance en el control del peso materno, sino
también dificultades en el buen desempefio del embarazo, control del parto,

lactancia y el adecuado estado de salud de la descendencia [7, 9].

Asimismo, y de acuerdo con la OMS, se consideraquelaobesidad es unacondicion
que puede iniciaren etapas muy tempranas de la vida y tener una alta prevalencia
ennifiosy adolescentesde ambos sexos [17, 29]. Ademas, se sabe quela obesidad
inducida por una programaciéon negativa en el desarrollo embrionario puede

establecerse durantelos primeros 1000 dias de vida (desde la concepcion hastalos
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primeros 2 afos), de tal manera que los efectos adversos pueden manifestarse a

partir de la edad preescolar [58].

Esto ha llamado mucho la atencién, por lo que hoy en dia lo que se pretende es
evaluar como es que dicha condicién puede impactar en etapas criticas del
desarrollo, como la gestacion y lactancia, de tal manera que existan eventos in utero
que predispongan aun individuoa generar un fenotipo obeso desde la vida prenatal
0 postnatal temprana, y traer consigo alteraciones metabdlicas que pueden ser

temporales o permanecer hasta la vida adulta [8].

Por lo anterior, la experimentacion basica resulta ser de vital importancia para
comprender como es que el consumo de dietas hiperlipidicas puede generar un
impacto negativo en el perfil bioquimico materno, asi como en el correcto
establecimiento, funcion y maduracion de érganos clave durante la gestacion, de tal
manera que repercuta desfavorablemente en el estado de salud de la progenie.
Ademas, el entendimiento de estas adaptaciones maternas ante el estado de
obesidad (y que participan en la programacion fetal y neonatal [39]), sera de gran
ayuda para identificar situaciones de riesgo dentro de la poblacion infantil para
padecer enfermedades cronico-degenerativas, de tal manera que se puedan
establecer estrategias y programas de prevencién que ayuden a mantener un

estado de salud adecuado [8].

2.3 Planteamiento del problema.

De acuerdo con reportes previos (anteriormente descritos), se ha visto que en
modelos mamiferos de obesidad materna, generada por la ingesta de dietas
hiperlipidicas, se induce una programacion negativa en el desarrollo de la progenie,
modificando sus funciones metabdlicas y enddcrinas desde las primeras etapas de
la vida: prenatal (gestacion) y postnatal temprana (lactancia), de tal manera que las
crias provenientes de estas madres presentan diversas alteraciones negativas en

su fenotipo incluso en la vida adulta.
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Parece ser que las adaptaciones fisiol6gicas maternas ante el consumo de dietas
altas en grasa son las responsables de los cambios adversos observados en la
descendencia. Sin embargo, hasta el momento no se ha caracterizado en su
totalidad cdmo es que dichoscambios en lafisiologiamaterna durante el periodo de
gestacion se relacionan con las alteraciones observadas en la progenie. De ahi es
guesurge el interéspor evaluarcuéales son las modificaciones en el perfil bioquimico
y metabdlico de la madre, asi como en la estructuracelularde 6rganos clave durante
el periodo gestacional. Se sabe que en esta etapa el higado y el TA son los
responsables de metabolizar y almacenar la energia requerida, mientras que la GM
se diferenciay madura para la adecuada produccion y calidad de leche durante la
lactancia, por lo que las alteraciones en la citoarquitecturay metabolismo de estos
tejidos pudieran estar directamente relacionadas con las afectaciones en el

desarrollo de la progenie.

3. HIPOTESIS.

La exposicién aunadieta alta en grasa durante el crecimientoy gestacion de larata
afectara su metabolismo materno, asi como la correcta funcion del higado, tejido
adiposo y glandula mamaria, lo cual se pudiera relacionar directamente con una

programacion negativa en el desarrollo de la progenie.

4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo general.

Evaluaren larata el efecto de la obesidad inducida por el consumode unadieta alta
en grasa sobre su metabolismo, asi como en la funcion de 6érganos maternos

durante la etapa de gestacion.
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4.2 Objetivos particulares.

Administrar unadieta alta en grasa a ratas hembra de la estirpe albino-Wistar
durante su crianza y embarazo.

Evidenciar el impacto de la dieta hiperlipidica sobre el peso corporal de las
ratas gestantes cuando sean comparadas con su grupo control.

A los 19 dias de gestacién (dG), obtener el suero para evaluar el efecto de la
obesidad en el metabolismo materno a través de su analisis bioquimico.
Obtener el higado, tejido adiposo (TA) y glandula mamaria (GM) maternos
para su analisisfisiolégico e histolégico a 19 dG en ambos grupos de estudio.
Determinar en higado y GM el porcentaje de grasa total y contenido de
triglicéridos a los 19 dG de ambos grupos de estudio.

Comparar morfométricamente el contenido de grasa en los tejidos hepatico
y mamario de ambos grupos, asi como evidenciar el impacto de la dieta
hiperlipidica sobre el area de los adipocitos.

En la GM, analizar el efecto de la obesidad sobre su morfometria,
citoarquitectura y diferenciacion celular, comparada con el grupo control.
Comparar el perfil de acidos grasos saturados, monoinsaturados y omega 3,

6y 9 presentes en la GM de los grupos de estudio.

5. METODOLOGIA.

5.1 Diseio experimental.

Para el desarrollo de este procedimiento experimental se utilizaron ratas albinas

(Rattus norvergicus), hembras, de la estirpe Wistar. Para garantizar que los

animales no fueran diferentes entre los grupos de estudio, estos fueron obtenidos

exclusivamente del Departamento de Investigacién Experimental y Bioterio (DIEB)

del INCMNSZ, bajo la autorizacién del Comité de Etica de Experimentacion Animal
del INCMNSZ, con numero de registto BRE-1478-15/18-1 para todos los

procedimientos de crianza y eutanasia.
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Los sujetos de estudio fueron criados bajo condiciones controladas y alimentados
con dieta control u obesogénica, segun el grupo al que pertenecian (Figura 9):
e Grupo Control (CTR, n=5): Ratas alimentadas con dieta comercial (Chow
purina 5001) desde su destete hasta 19 dG.
e Grupo de Obesidad Materna (OM, n=5): Ratas alimentadas con dieta alta

en grasa desde su destete hasta 19 dG.

Figura 9: Ejemplares de los animales utilizados en el protocolo experimental.
CTR = Rata perteneciente al grupo Control (n=5). OM = Rata perteneciente al
grupo Obesidad Materna (n=5). MA Pérez.

Alos 110 dias de edad, los sujetos de estudio fueron puestos en apareamiento con
machos de fertilidad comprobada, alimentados con dieta control y criados bajo
condiciones controladas en el bioterio del INCMNSZ. Para confirmar el estado de
prefiez de las hembras, se les realiz6 un frotis vaginal cada 24 h, durante un periodo
de cinco dias, los cuales se tifieron con lugol y se observaron en un microscopio de
campo claro (Leica, modelo ICC50 HD) al objetivo de 40X, considerando como
positivo a fecundacion si se detectaba presencia de espermatozoides. Ademas, el
embarazo de las hembras se corrobor6 también con la presencia del tapon
espermatico en el area vaginal y a partir de ese dia (dia 1 de gestacion) se registrd
cada tercer dia la ganancia de peso de las madres con laintencion de tener certeza
de la prefiez.

La etapa de gestacién tuvo unaduracion de 19 dias, tiempo en el cual las madres

se siguieron alimentando con la dieta asignada. Cumplido este periodo, las ratas se
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pesaron y se llevod a cabo su eutanasia con el objetivo de obtener el suero, higado,
TA y GM, que son los tejidos de interés para este estudio y los cuales fueron

sometidos a diferentes procedimientos de anélisis (Figura 10).

Eutanasia;
Obtencion y
Destete Crecimiento Apareamiento Gestacion  conservacion de Anélisis de
muestras muestras

Dia 21 Dia 110  19dias a .
: Administracion de dietas
s z 194G g

. : 5 ! ¥
E : 5 K ;T Suero
; YA ; /
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Dietaaltaengrasa : ' H',
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Determinaciones: ¢Peso corporal % Analisis bioquimico % Contenido lipidico  Histologia (H&E)
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Figura 10: Disefio experimental para la crianza, alimentacion y eutanasia de los
sujetos de estudio, asi como para las determinaciones aplicables a cada una de
las muestras obtenidas. Grupos: Control (CTR, n=5) y Obesidad Materna (OM,
n=5); dG = dias de gestacion; TA = tejido adiposo; GM = glandula mamaria; H&E =
tincion de hematoxilinay eosina. MA Pérez.

5.1.1 Cuidado y mantenimiento de los sujetos de estudio.

Las ratas fueron criadas bajo condiciones controladas de luz-oscuridad (ciclos de
12 horas: de 7:00 a 19:00 h), humedad relativa (75-80%), temperatura (22-23°C) y
con libre acceso de alimentoy agua, en concordanciacon los estandares de crianza
establecidos por la Asociacion Internacional de Evaluacion y Acreditacion para el
Cuidado de Animales de Laboratorio (AAALAC, por sus siglas en inglés).
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Despuésdel destete (dia 21), las ratas fueron separadas por grupode estudio (CTR,
n=5y OM, n=5), alojadas en subgruposde 3 a 5 hembras dentro de cajas de acrilico
estdndar con una cama de aserrin de madera virgen, y a lo largo de su desarrollo
fueron alimentadas con dieta control u obesogénica, segun el grupo al que
pertenecian. Cada tercer dia se registraba el peso corporal y la ingesta de alimento
para monitorear su crecimiento.

Unavez que fueron preiiadas, las ratas fueron alojadas en cajas individuales porun

periodo de 19 dias, bajo las mismas condiciones.

5.1.2 Dietas administradas.

Se utilizaron dos tipos de alimento, diferenciados principalmente por su contenido
lipidico: la dieta utilizada como control es una preparacién comercial para roedores
en las fases de crecimiento, embarazo y lactancia (Chow purina 5001, con 5% de
grasa vegetal y un contenido energético de 3.4 kcal/g), mientras que la dieta alta en
grasa es una adaptacion formulada a partir de la AIN-93, que es la dieta
recomendada por el Instituto Americano de Nutricion (AIN, por sus siglas en inglés),
de tal manera que se tiene un contenido graso total del 25% (5% de origen vegetal
y 20% en forma de manteca de cerdo) y un contenido energético de 4.8 kcal/g.
(Tabla 1).

La dieta hiperlipidica fue elaborada en la planta piloto del Departamento de Ciencia
y Tecnologia de Alimentos del INCMNSZ. El procedimiento de preparacion se

describe con mas detalle en el Apéndice A.
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Tabla 1: Dietas administradas segun el grupo de estudio. Control = CTR
(Chow purina 5001, 5% de grasa). Obesidad Materna = OM (25% de grasa).

Componentes Dieta CTR (%) Dieta OM (%)
Proteina 22.0 235
Polisacaridos 31.0 20.2
Azucar simple 31.0 20.2
Fibra 4.0 5.0
Minerales 6.0 5.0
Vitaminas 1.0 1.0
Grasa 5.0 (aceite vegetal) 25.0 (5.0 aceite vegetal + 20.0 manteca de cerdo)
Saturados 0.8 8.7
Monoinsaturados 1.0 9.6
Poliinsaturados 3.2 6.4
Energia (kcallg) 3.4 4.8

5.2 Obtencién y conservacion de muestras a 19 dG.

A los 19 dG, las madres fueron puestas en ayuno durante 8 h. Luego, fueron
pesadas y anestesiadas por el método de inhalacion con isoflurano. Para el buen
morir de los animales, se esperd hasta que los individuos tuvieran depresion del
centro respiratorio y vasomotor, lo que provoca un cese de la respiracién y colapso
cardiovascular. A continuacion, el método fisico elegido para la eutanasia de los

animales fue por dislocacion cervical.

5.2.1 Suero materno.

La sangre de las madres se recolecto a través de la técnica de puncién cardiaca en
tubos de polipropileno Falcon® de 15 mL y se centrifugé a 2,800 rpm, durante 20
min y a una temperatura de 4°C (centrifuga Thermo Scientific, modelo Sorvall
Legend XTR. Rotor TX-1000, 75003017; radio del rotor = 18 cm); de ahi se obtuvo
el suero, el cual se almacen6 a -20°C en tubos de polipropileno Eppendorf®de 1.5

mL, hasta el dia de su analisis.
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5.2.2 Tejidos maternos: hepatico, adiposo y mamario.

Inmediatamente despuésde la recoleccion de la sangre, se llevé a cabo la diseccion
de los animales, donde se extrajo el higado, el TA retroperitoneal y la GM de todo
el perimetro mamario (regién toracica, abdominal e inguinal).

Los tejidos fueron pesados, seccionados y almacenados dependiendo del tipo de
andlisis al que serian sometidos: El I6bulo inferiorizquierdo del higado y la GM
izquierda de la regién inguinal (4to, 5to y 6to pezén) fueron almacenadosa -70°C
para la cuantificaciébn de grasa total por el método de Folch, cuantificacién de
triglicéridos y para la determinacion del perfil de acidos grasos en la GM por
cromatografia de gases (CG).

El I6bulo inferior derecho del higado, el TA y el 6to pezén derecho de la GM fueron
lavados con solucion buffer de fosfatos (PBS) y fijados en una solucion de formol al

4% para su analisis histologico.

5.3 Procesamiento v analisis de muestras.

5.3.1 Cuantificacion de parametros bioguimicos en el suero materno a 19 dG.

Las concentraciones de glucosa fueron determinadas espectrofotométricamente a
través del método enzimatico de la hexocinasa (Beckman Coulter, Co Fullerton,
CA).

Los niveles de colesterol y triglicéridos se determinaron colorimétricamente con el
autoanalizador Sycnchron CX (Beckman Coulter, Co Fullerton, CA).

En cuanto a la cuantificacion de las hormonas insulinay leptina se hicieron ensayos
de enzimoinmunoanalisis de adsorcién (ELISA) utilizando estuches comerciales:
para insulina se utilizé el kit de Millipore (Burlington, MA, USA), No. cat. EZRMI-
13K, mientras que para la leptina se empled el kit de Invitrogen ThermoFisher
Scientific (Waltham, MA, USA), No. cat. KRC-2281.
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Por su parte, el indice de resistencia a la insulina (HOMA) se determind

matematicamente a través de la ecuacién mostrada en la Figura 11.

G = Glucosa en ayuno (mmol/L)

I = Insulina en ayuno (mmol/L)

Figura 11: Ecuacioén para el calculo del parametro HOMA. [4] Antunes, et al.
(2016).

5.3.2 Cuantificacion de grasa total en higadoy GM a 19 dG por el método de
extraccion de Folch.

Previo al comienzo de este procedimiento, se limpiaron con etanol desnaturalizado
40 tubos de vidrio de 16x100 mm y se calentaron en un horno de hibridacién
(Hybaid, modelo Micro-4) a 60°C hasta que se encontraran a peso constante
(FEUM, 11° Ed.) [18]. Para el registro de los pesos, se utilizé una balanza analitica
(Sartorius®, modelo ED623SCW).

Para ambos grupos de estudio, se pesaron alrededor de 200 mg de cada tejido
(higado y GM) y se colocaron en la mitad de los tubos previamente tratados y
pesados. Después de eso, a cada tubo se le adicionaron 3 mL de solucion de
cloroformo:metanol en unarelaciéon (2:1) y 2 mL de solucion de cloruro de sodio al
0.9%; esta mezcla se homogenizo con ayuda de un Polytron (Figura 12) y se

centrifugd a 2,800 rpm (radio del rotor = 18 cm), durante 20 min y a 4°C.
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Figura 12: Método de homogenizado de las secciones de higado y glandula
mamaria por la técnica de Folch, con ayuda del Polytron. MA Pérez.

Posteriormente, con ayuda de una micropipeta se descartd la fase acuosa
(superior), mientras que la fase organica (inferior) fue transferida cuantitativamente

a la segunda mitad de los tubos de vidrio previamente tratados y pesados (Figura

13).

Figura 13: Extraccién del contenido lipidico del higado y GM. Transferencia de
la fase organica, conteniendo la grasa total, a los tubos de vidrio de 16x100 mm a
peso constante. MA Pérez.
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A continuacion, se colocaron los tubos dentro de una campana de extraccion
durante 24 h para eliminar el disolvente organico por evaporaciéon y, finalmente, se
pesaron los tubos con grasa para determinar por gravimetria el porcentaje de grasa

total por peso de tejido en cada una de las muestras (Figura 14).

100 * (B — A) |
C

% grasa =

A = Peso del tubo limpio y seco (g)
B = Peso del tubo con grasa (g)
i C = Peso de la muestra de tejido (g)

Figura 14: Ecuacién para el calculo del porcentaje de grasa total por peso de
tejido determinado por el método de Folch. Figura adaptada de: [10] Beltran
(2015).

5.3.3 Cuantificaciéon de triglicéridos en higadoy GM a 19 dG.

La grasa total obtenida por el método de Folch, anteriormente descrito, se solubilizo
en 1 mL de isopropanol; de esta disolucion, se colocaron por duplicado 10 pL en
una placa de 96 pozos y se adicionaron 1,000 uL de reactivo enzimatico Randox®
(R1).

correspondientes al patron y el blanco (Tabla 2).

Ademas, para el ensayo también se colocaron los volumenes

Tabla 2: Ensayo colorimétrico parala cuantificacion de triglicéridos.
Volumenes adicionados en placa para la determinacion del contenido de
triglicéridos en higado y glandula mamaria.

Blanco Patron Muestra
(bL) (bL) (bL)
Muestra - - 10
Patron (CAL) - 10 -
Reactivo (R1) 1,000 1,000 1,000
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Tras la reaccion enzimatica, donde el cromogeno formado es una quinoneimina
(Figura 15) la placa se interpreté con un lector multimodal (BIOTEK®, modelo
Sinergy HT) a 560 nmy 37°C, registrando los valores de absorbancia del patrén y
de la muestra, respecto al blanco. La concentracion de triglicéridos se expreso

como: (mg de triglicéridos/g de tejido).

.................................................................................... '
Lipasas . . .
Triglicéridos + H20 P Glicerol + Acidos grasos libres ATP = Adenosin trifosfato
GK = Glicerol cinasa
K ADP = Adenosin difosfato
Glicerol + ATP ——— Glicerol-3-fosfato + ADP GPO = Glicerol-3-oxidasa

GP
Glicerol-3-fosfato + 02— Dihidroxiacetona fosfato + H202

POD

]

]

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

]

]
POD = Peroxidasa !
1

1

1

1

1

1

1

1
2H202 + 4AP + 4-clorofenol — Quinoneimina + HCl + 4H20 !
]
1

-
1
1
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1
1
1
1
1
1
1
1
i 4AP = 4-aminofenazona
1
]
1
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1
1
1
1
1
1
1
]
1

Figura 15: Secuencia de reacciones involucradas en la determinacién de
triglicéridos. Figura adaptada de: [10] Beltran (2015).

5.3.4 Determinacion del perfil de acidos grasos en la glandula mamaria por
cromatografia de gases (CG).

A la grasa total extraida por el método de Folch se le adicionaron 2 mL de metanol,
100 pL de tolueno y 40 pL de acido sulfurico al 2%; esta mezcla se calenté durante
2 h,a 90°C. Después, los tubos se colocaron en un bafio de hieloy se les adicion6
1 mL de cloruro de sodio al 5%. El homogénado fue extraido con hexano y
centrifugado a 2,800 rpm (radio del rotor = 18 cm) durante 1 min. Posteriormente,
se tomaron 200 yL de la muestra y se inyectaron al cromatégrafo de gases. Como
estdndar interno se utilizé &cido heptadecanoico.

Las muestras fueron arrastradas con helio a unavelocidad lineal constante de 24

cm/s. Cada acido graso fue detectado de acuerdo a su temperatura de fusion.
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5.3.5 Analisis histolégico del higado, tejido adiposo y glandula mamaria

maternos a 19 dG.

Tincién de hematoxilina y eosina (H&E).
Las secciones de higado, TA y GM que fueron fijadas en solucién de formol al 4%
se colocaron en casettes de histologia y se sometieron a un proceso de
deshidratacion en soluciones crecientes de etanol, con ayuda de un Histokinette
(Thermo Microm, modelo STP 120). Posteriormente, los tejidos fueron infiltrados en
parafinaliquida para formar bloques (Figura 16), mediante el uso de un centro de
inclusion (Leica, modelo Arcadia H). Después, estos bloques se cortaron
longitudinalmente con ayuda de un micrétomo (Leica, modelo 820) en finas
secciones de 5 um de grosor. Los cortes se montaron en portaobjetos de vidrio de
75x25 mm, tratados previamente con etanoly poli-L lisina, y se almacenaron a 4°C

para su posterior procesamiento.

Figura 16: Ejemplo de bloques de parafina. Secciones de tejido analizadas por
histologia a 19 dG. Grupo CTR: A) Glandula mamaria. B) Higado. C) Tejido
adiposo. Grupo OM: D) Glandula mamaria. E) Higado. F) Tejido adiposo. MA
Pérez.

Para la tincién, el primer paso fue eliminar el exceso de parafina colocando las
muestras dentro de un horno de hibridacién (Hybaid, modelo Micro-4) a 60°C
durante 20 min y aplicando tres lavados de 10 min con xilol. Luego, las muestras se
colocaron en un carril de tincién (Figura 17), en donde el primer paso fue rehidratar

los tejidos con soluciones decrecientes de alcohol etilico: dos inmersiones de 5 min

48



en etanol al 100%; dos inmersiones de 5 min en etanol al 95%; unainmersion de 5
min en etanol al 75%. En seguida, las muestras se sumergieron en el colorante
primario (hematoxilina de Harris) durante 5 min; se aplicé un lavado con agua
desionizaday etanol al 100% y se colocaron en el colorante de contraste (eosina)
durante 10 min. Posterior a eso, se aplicO un segundo enjuague con agua
desionizada, etanol al 100% y etanol al 95% y se aclararon las muestras con tres
inmersiones de 5 min en xilol.

El fundamento de la tincion H&E se describe con mas detalle en el Apéndice B.

Figura 17: Carril de tincién H&E. MA Pérez.

Finalmente, las muestras se sellaron con cubreobjetos y Entellan® (sellador) para

conservar los tejidos hasta el dia de su andlisis por microscopia.

Toma de microfotografias.
Con ayudade un microscopio de campo claro (Leica, modelo ICC50HD) se tomaron
25 microfotografias a 40X del tejido hepatico; 25 microfotografias a 20X del TA, y
10 microfotografias de 3 a 5 seccionesde la GM a los objetivos de 20X, 40Xy 100X,
para cada grupo de estudio.
Se utilizé unaregla medidora en las imagenes digitales para calibrar el software

empleado y poder realizar las mediciones en pym.

Cuantificacion de areas celulares.
Todas las mediciones se llevaron a cabo con ayuda del software mateméatico
AxioVision 4.8.
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Para el caso del higado, se cuantifico a un objetivo de 40X el porcentaje de area
ocupada por los depédsitos de grasa en los grupos CTR y OM. Para ello, se
delimitaron de manera digital los bordes de las gotas de grasa macro y
microvesiculares (mostradas como espacios vacios) presentes en el tejido hepatico;
el software registro las areas seleccionadasen um?y con esos valores se determiné

el porcentaje de area ocupada por la grasa en cada laminilla (Figura 18).

En cuanto al TA, se cuantificé aun objetivo de 20X el area de los adipocitos de los
grupos CTR y OM, en ym?. Se consideré un total de al menos 250 mediciones por

cada grupo (50 células por animal).

Con respecto a la GM, se cuantificé a un objetivo de 20X el porcentaje de area
ocupada por el tejido parenquimal y los adipocitos de los grupos CTR y OM (Figura
18). En cuanto a su citoarquitectura, se cuantificé al objetivo de 40X el &rea de al
menos 50 acinos por animal,y a 100X el area de 50 nucleos por animal, para ambos

grupos.

% area =

A = Area ocupada por la grasa (um?)
B = Area total de la laminilla (um?)

Figura 18: Ecuacion para el calculo del porcentaje del area de la grasa en los
tejidos hepatico y mamario. Figura adaptada de: [10] Beltrdn (2015).

5.3.6 Analisis estadistico.

Se empled el software SigmaPlot 11.0. Los resultados que presentaron una
distribucién normal (peso corporal, peso de los tejidos, pardmetros bioquimicos en
suero, grasa total, contenido de triglicéridos, analisis morfométrico y perfil de acidos

grasos) se expresaron como el valor de la media = EE y se compararon mediante
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el uso de la prueba T-Student, con una n=5 por cada grupo. Valores de p < 0.05

indican que hay una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos.

En el caso de los resultados que no siguen una distribucion normal (area de los
adipocitos), se presento el valor de la mediana (ME) y se compararon ambos grupos

(n=5) a través de la prueba no paramétrica Mann-Whitney Rank Sum (p < 0.001).

6. RESULTADOQOS.

~PESO CORPORAL-~

6.1 Peso corporal materno a 19 dG.

El peso corporal de las madres que consumieron una dieta alta en grasa durante su
desarrollo y gestacion (grupo OM) fue mayor, en comparacion con el grupo CTR
(OM= 523+11* g vs CTR= 44046 g, *p=<0.05) (Figura 19).

Peso corporal (g)

600 - *

400 -

200 -

CTR oM

Figura 19: Peso corporal de la madre a 19 dG. Control (CTR, n=5), Obesidad
Materna (OM, n=5); Media * EE, *p<0.05. T-Student.

51



~PARAMETROS BIOQUIMICOS-~

6.2 Parametros bioquimicos en suero materno a 19 dG.

La concentracion de glucosay colesterol no fue diferente entre ambos grupos. Sin
embargo, los valores de triglicéridos, insulina, leptina y HOMA fueron
estadisticamente mayores en el grupo OM, respecto al CTR (Tabla 3).

Tabla 3: Parametros bioquimicos de la madre a 19 dG. Control (CTR, n=5),
Obesidad Materna (OM, n=5); Media * EE, *p<0.05. T-Student.

Parametro Unidad CTR OM
Glucosa mg/mL 61+9 65+ 4
Colesterol mg/mL 534 54+4
Triglicéridos mg/mL 5817 110+ 1*
Insulina ng/dL 0.8 £0.08 1.6 £0.2*
Leptina ng/dL 53+0.9 20.0 £ 4.0*
HOMA --- 3.3+0.6 6.4 +£0.6*

~HIGADO-~

6.3 Parametros del higado materno a 19 dG.

6.3.1 Peso del higado y peso relativo respecto al peso corporal.
El peso del higado no fue diferente entre ambos grupos de estudio (Figura 20A).

Sin embargo, el peso relativo respecto al peso corporal fue menor en el grupo OM,
comparado con el CTR (Figura 20B).
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A) Peso del higado (g) B) Peso relativo (%)
20 4 5 .

16 -

12

CTR OMm CTR OMm

Figura 20: Parametros del higado materno a 19 dG. A) Peso del higado (g). B)
Peso relativo del higado respecto al peso corporal materno (%). Control (CTR,
n=>5), Obesidad Materna (OM, n=5); Media * EE, *p<0.05. T-Student.

6.3.2 Grasa total y contenido de triglicéridos.

La grasa total por peso de tejido y la concentracién de triglicéridos fueron
significativamente mayores en el higado del grupo OM, respecto al grupo CTR
(Figura 21A y B).

A) Grasa total B) Trigliceridos
A0 - (%) 10- (mglg de tejido)
*
30 | 08
20 oo
0.4 4
10 -

0.2 4

CTR OM CTR OM

Figura 21: Contenido lipidico en el higado materno a 19 dG. A) Grasa total del
higado determinada por el método de Folch (%). B) Triglicéridos en higado (mg/g
de tejido). Control (CTR, n=5), Obesidad Materna (OM, n=5); Media + EE, *p=<0.05.
T-Student.
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6.3.3 Parametros histologicos.

El porcentaje de area grasa en el higado fue significativamente mayor en el grupo
OM, en comparacion con el grupo CTR (Figura 22A).

Las microfotografias demuestran que en el higado del grupo OM existe un
incremento del area de los depdsitos grasos (sefialados con flechas rojas) respecto
al area del tejido hepatico (indicado con flechas azules), mientras que en el grupo
CTR se observa mayor preservacion de los hepatocitosy menor area grasa (Figura
22B).

A) Grasa del higado B) Microfotografia del higado a 40X
(% area)

CTR OM

Figura 22: Histologia del higado materno a 19 dG (H&E). A) Grasa del higado
determinada por microscopia (% area). B) Microfotografias representativas del
higado tomadas a 40X; con flechas azules se sefiala al tejido hepéatico y con
flechas rojas el area de la grasa. Control (CTR, n=5), Obesidad Materna (OM,
n=5); Media + EE, *p<0.05. T-Student.
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~TEJIDO ADIPOSO-~

6.4 Analisis de distribucidon de areas de los adipocitos maternos a
19 dG.

En el grafico Box-plot se observa que en el grupo OM existe un sesgo hacia la
derecha en las areas de los adipocitos, en donde gran parte de las poblaciones
tienen un tamafo superior a las encontradas en el grupo CTR (Figura 23A).

En el grafico Scatter-plot, la distribucién de areas muestra que el grupo OM tiene
una mayor poblacién de células de gran tamafio, mientras que en el grupo CTR las
poblaciones estan principalmente conformadas por adipocitos de menor area
(Figura 23B).

A) Area del adipocito B) Area del adipocito
(um? x1000) (Hm?)
*p<0.001 *
30 30000 4
20
20000 4
10 ® ME = 5640.85
. 10000 4
0
ME = 1351.15
: . . 0 ! :
CTR oM CTR OM

Figura 23: Distribucién de &reas de los adipocitos maternos a 19 dG. A)
Gréafico Box-plot de las areas de los adipocitos expresadas en um? x1000. B)
Gréfico Scatter-plot (distribucidon de puntos) de las areas expresadas en ym?2.
Control (CTR, n=5), Obesidad Materna (OM, n=5); ME=Mediana, *p<0.001. Mann-
Whitney Rank Sum.
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En el andlisis de frecuencias se pueden apreciar las principales poblaciones de
adipocitos de acuerdo con su area: 25, 50 y 75%, de tal manera que desde el
percentil mas bajo existe unadiferencia significativa entre ambos grupos y, entre
mas alto es el percentil, mayor es el sesgo hacia la derecha de la curva del grupo
OM, lo cual indica que las células de estos individuos son mayores a las del grupo
CTR en todas sus poblaciones (Figura 24A).

En la tabla (Figura 24B) se especifica el area de los adipocitos de menory mayor
tamafo para ambos grupos de estudio, teniendo que en el caso de las células de
menor area hay unincrementodel 119% en el grupo OM, respecto al CTR, mientras
que en el caso de los adipocitos de mayor tamafio, el area aumenta en un 285% en

las madres con obesidad, comparado con el grupo CTR.
Para una mejor apreciacion de los adipocitos de menor y mayor tamafio, se incluye

una microfotografia representativa a 20X del TA perteneciente al grupo OM (Figura
24C).
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Figura 24: Anélisis de frecuencias del area de los adipocitos maternos a 19
dG. A) Grafico de frecuencia relativa (%) del area del adipocito (um?). B)
Parametros asociados al area de los adipocitos maternos (um?). C) Microfotografia
representativa del TA del grupo OM tomada a 20X (H&E); con flecha roja se
sefala un adipocito grande y con flecha azul un adipocito pequefio. Control (CTR,
n=5), Obesidad Materna (OM, n=5); ME= Mediana, *p<0.001. Mann-Whitney Rank
Sum.
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6.4.1 Parametros histologicos.

Las microfotografias del TA hacen evidente que en el caso de los individuos
pertenecientes al grupo OM, los adipocitos tienen una mayor area celular, asi como
se observa un menor numero de células, respecto al grupo CTR. En otras palabras,
la histologia revel6 que las ratas alimentadas con dieta alta en grasa presentan un
estado hipertréfico en sus adipocitos, mientras que en el caso del grupo CTR, se
observa una mayor abundancia de células de menor tamafio, asi como mejor
preservacion de la membrana y nucleos redondos, de tal manera que este grupo
conserva un estado neutro entre los procesos de hiperplasia e hipertrofia, a
diferencia del grupo OM (Figura 25).

Microfotografia de TA a 20X

Figura 25: Histologia del TA materno a 19 dG (H&E). Microfotografias
representativas del TA tomadas a 20X; con flecha azul se sefiala un adipocito
pequefio y con flecha roja un adipocito grande. Control (CTR, n=5), Obesidad

Materna (OM, n=5).
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~GLANDULA MAMARIA-~

6.5 Parametros de la glandula mamaria maternaa 19 dG.

6.5.1 Peso de la GM y peso relativo respecto al peso corporal.

El peso de la GM y el peso relativo respecto al peso corporal fueron mayores en el
grupo OM, respecto al CTR (Figura 26A y B).

A)

50
40 1
30 {
20 4
10 4

Peso de GM (g)

CTR

B)

Peso relativo (%)

CTR

Figura 26: Parametros de la GM materna a 19 dG. A) Peso de la GM (g). B)
Peso relativo de la GM respecto al peso corporal materno (%). Control (CTR, n=5),

6.5.2 Grasa total y contenido de triglicéridos.

Obesidad Materna (OM, n=5); Media + EE, *p<0.05. T-Student.

La grasa total por peso de tejido y la concentracion de triglicéridos fueron

significativamente mayores en la GM del grupo OM, comparado con el grupo CTR
(Figura 27A y B).
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A) Grasa total B) Triglicéridos
(g) (mglg de tejido)

60

CTR OM CTR oM

Figura 27: Contenido lipidico en la GM materna a 19 dG. A) Grasa total de la
GM determinada por el método de Folch (%). B) Triglicéridos en GM (mg/g de
tejido). Control (CTR, n=5), Obesidad Materna (OM, n=5); Media * EE, *p<0.05. T-
Student.

6.5.3 Parametros histoldgicos.
El porcentaje de area parenquimal fue menor en la GM del grupo OM, en
comparacion al CTR, mientras que el porciento de area ocupada por los adipocitos

fue mayor (Figura 28A y B).

Las microfotografias muestran una menor diferenciacion del area parenquimatosa
en el grupo OM, asi como mayor abundancia de adipocitos (sefialados con flechas
rojas), demostrando asi menor proliferacion mamariarespecto al grupo CTR (Figura
280C).
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A) Tejido parenquimal B) Tejido adiposo
(% area) (% area)

60 | 80 -

CTR oM CTR oM

C) Microfotografia de GM a 20X

Figura 28: Histologia de la GM materna a 19 dG (H&E). A) Tejido parenquimal
en GM (% area). B) Tejido adiposo en GM (% area). C) Microfotografias
representativas del tejido mamario tomadas a 20X; con flechas azules se indica el
area parenquimal y con flechas rojas el tejido adiposo. Control (CTR, n=5),
Obesidad Materna (OM, n=5); Media * EE, *p<0.05. T-Student.

6.5.4 Citoarquitectura de la GM.

Las areas del acinoy nucleo celulares son menores en el grupo OM, respecto al
grupo CTR (Figura 29A y C).
Las microfotografias hacen evidente que el tamafio de estas estructuras es menor

en el grupo OM, lo que implica un menor desarrollo y funcionalidad del tejido
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parenquimatoso en la GM de estos individuos, en comparacion con el grupo CTR
(Figura 29B y D).

A) Area del acino B) Microfotografia de GM a 40X
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Figura 29: Analisis citoarquitecténico de la GM materna a 19 dG (H&E). A)
Area del acino en la GM (um2). B) Microfotografias representativas del tejido
mamario tomadas a 40X; con rojo se delimita el area del acino. C) Area del ntcleo
en la GM (um?). D) Microfotografias representativas del tejido mamario tomadas a
100X; la flecha roja sefiala al nucleo. Control (CTR, n=5), Obesidad Materna (OM,
n=5); Media * EE, *p<0.05. T-Student.

6.5.5 Perfil de 4cidos grasos.

Los nivelesde acidos grasos monoinsaturados no fueron diferentes entre los grupos
de estudio. Sin embargo, los valores encontrados para los acidos grasos saturados,
omega 3, 6 y 9 fueron mayores en el grupo OM, respecto al grupo CTR,
especificamente en el caso de los &cidos EPA, DHAy AA, en donde se observo que

en las madres obesas hayun incremento del 92, 85y 50%, respectivamente. (Tabla
4).
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Tabla 4: Perfil de acidos grasos en GM a 19 dG.

Acidos grasos CTR (mg) OM (mg)
Saturados 1530 +1.76 23.04 £ 1.77*
Monoinsaturados 11.34 +1.35 16.23 £1.10
Omega 3 0.93+£0.17 1.65 +0.10*
Omega 6 11.61 £1.07 16.77 £ 1.14*
Omega 9 9.00 £0.87 12.47 £ 0.71*
EPA 0.25 +£0.07 0.48 £ 0.04*
DHA 0.48 £ 0.07 0.89 £ 0.04*
AA 0.62 £0.08 0.93 £ 0.05*

Saturados: Caprico, laurico, tridecanoico, tricosanoico, miristico, pentadecaenoico,
palmitico, estearico, lignocérico, araquidico, heneicosanoico, behénico;
Monoinsaturados: Heptadecanoico, cis-10-pentadecenoico, palmitoleico, cis-
heptadecaenoico, oleico, elaidico, eicosenico, erdcico, nervonico, linoleléidico;
Omega 3: Eicosapentaenoico (EPA), docosahexaenoico (DHA), gamma-linolénico;
Omega 6: Araquidoénico (AA), alfa-linolénico, 13,16-docosapentaenoico, cis-11,14-
eicosanoico, cis-8,11,14-eicosanoico, linolénico, cis-11,14,17-eicosanoico; Omega
9: Oleico. Control (CTR, n=5), Obesidad Materna (OM, n=5); Media + EE, *p=<0.05.
T-Student.

7. DISCUSION.

Hoy en dia las condiciones de la vida cotidiana han promovido diversas conductas
desfavorables dentro de la poblacion, como lo es el consumo de dietas altas en
grasay el subsecuente desarrollo de un fenotipo obeso. Se havisto que algunos de
los grupos mas afectados por esta condicidon son las mujeres en edad reproductiva
y los nifios en edad escolar. Esto ha llamado mucho la atencién, pues organismos
como la OMS han determinado que la obesidad es una condicion multifactorial que
puede expresarse desde edades tempranas y cuyos efectos adversos tienen una
alta prevalencia en nifios y adolescentes de ambos sexos [29, 53]. De acuerdo con

el concepto DOHaD, se ha sugerido que esta obesidad temprana puede
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relacionarse con los eventos in utero a los que estuvieron expuestos estos
individuos, derivados de los factores ambientales y sociales a los que se puede

enfrentar la madre durante la etapa gestacional.

Asi mismo, se sabe que la gestacién es un proceso dinamico que involucra una
serie de cambios fisioldgicos normales en el organismo materno [como gananciade
peso, aumento importante en la actividad metabdlica del higado, TA y GM y una
mayor expresién de hormonas tales como estrégenos, progesterona, lactbgeno de
la placenta humana (HPL) y hormona gonadotropina corionica humana (HCG)] con
el objetivo de poder sustentar el correcto crecimiento fetal y proceso de
organogénesis [19]. Sin embargo, diversas investigaciones en modelos humanosy
animales han demostrado que la obesidad materna, inducida por el consumo de
dietas hiperlipidicas, genera una programacion negativa en el desarrollo de la
progenie, modificando su funcion metabdlica y endocrina y favoreciendo la
manifestacion de una gran variedad de alteraciones fenotipicas desde el

nacimiento, las cuales pueden ser temporales o persistir hasta la vida adulta.

En ese sentido, parece que las adaptaciones en la fisiologia materna inducidas por
este tipo de alimentacion durante etapas criticas de la vida, como la gestacion y
lactancia, son las responsables de los cambios adversos observados en los
descendientes [10, 20, 24, 41, 64, 76]. No obstante, hasta el momento no se ha
caracterizado en su totalidad cuales son aquellas modificaciones que sufre lamadre
durante la gestacion, ante la condicién de obesidad, y que conllevan a un estado de

salud alterado en la descendencia.

La dieta alta en grasa condiciona el desarrollo de un fenotipo obeso en la rata

gestante, reflejado como un aumento en su peso corporal a 19 dG.

Retomando la definicion de la OMS para el estado de obesidad, se sabe que esta
enfermedad se caracteriza por una acumulacién excesiva de tejido graso en el

organismo [53]. De acuerdo con Ibafiez (2019), este aumento en la masa del TA
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surge a partir del desequilibrio entre la energia obtenida a través de la dieta y el
gasto caldrico requeridodurante la actividadfisica; este desbalance generaa su vez
un crecimiento exacerbado de los depoésitos de grasa y, por consiguiente, se

expresa como un incremento progresivo del peso corporal [28].

Los estudios realizados por Zambrano, et al. (2010), en donde se utiliz6 un modelo
de obesidad materna en ratas Wistar (alimentadas con dieta alta en grasa: 20% de
manteca animal y 5% de grasa vegetal), mostraron que estos individuos no solo
presentaron un aumento del 22% en su peso corporal respecto a su grupo control,
sino también se asocidé el incremento en la adiposidad con una elevacion
significativa de la concentracion de leptina sérica, la cual persistio incluso después

de 21 dias posteriores al nacimiento de las crias [78].

De la misma manera, los datos recopilados por Kucera, et al. (2014) y Li, et al.
(2011) sefialan que la exposicién de la rata al consumo de unadieta alta en grasa
durante su crecimiento genera un aumento considerable en su peso corporal,
acompafado de diferentes desequilibrios en su homeostasis metabdlica como
resistencia a la insulina, dislipidemia, al igual que una disminucion en la

concentracion sérica de adiponectina y aumento en los niveles de TNF-a [39, 37].

Entonces, la evidencia reportada por estos autores sugiere que, en nuestro caso, el
aumento significativo en el peso corporal materno de las ratas alimentadas con dieta
alta en grasa (grupo OM), respecto al grupo CTR, no solo es un indicativo de que la
dieta experimental favorece un estado reproducible de obesidad, sino que esta
condiciéon puede conllevar a diversas alteraciones en el metabolismo materno

durante la gestacion.
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La dieta hiperlipidica se relaciona con un perfil bioquimico alterado en la rata

gestante, lo cual afecta el estado de salud de la madre y sus descendientes.

De acuerdo con Bautista (2014) se ha sugerido que una elevacion del contenido
graso en la dieta materna puede generar efectos negativos en su metabolismo, tal
como desequilibrios en los parametros bioquimicos y hormonales en suero [8].
Nuestros resultados indican que las madres expuestas a la dieta alta en grasa
presentan valores elevados de triglicéridos, insulina, leptinay HOMA al dia 19 dG,
comparadas con las que fueron alimentadas con dieta control, mientras que no hubo
diferencia en la concentracion de glucosa y colesterol entre ambos grupos. Esto
coincide con los datos obtenidos por Gonzalez, et al. (2015) en donde administraron
unadietahipercaléricaaratas hembra durante su crecimiento, gestaciény lactancia,
observando que estos animales presentaron un incremento del 19% en su peso
corporal (respecto a su grupo control), asi como hipertrigliceridemia, resistenciaa la

insulinayno observaron cambios significativos en los niveles de colesterol total [22].

Dado que los triglicéridos son la principal forma de almacenamiento de energia en
los animales, no es sorprendente que su concentracion en el suero materno se
incremente en proporcidn con el exceso caldrico aportado por la dieta obesogénica.
Sin embargo, se ha demostrado que la hipertrigliceridemia inducida por el consumo
excesivo de lipidos suele acompafiarse de un aumento en la proporcién de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y de muy baja densidad (VLDL), las cuales
son las encargadas de transportar el colesterol hacia los tejidos y son
potencialmente aterogénicas [55]. Ademas, esta condicion no solo puede traer
efectos adversos para la madre, sino también se havisto que puede predisponer a
los descendientes para presentar sindrome metabolico temprano [22].

En el caso de la dieta administrada al grupo OM, esta se caracterizd por su alto
contenido de grasa en forma de manteca de cerdo. Esta ultima esta principalmente
conformada por acidos grasos saturados (destinados a la formacién de triglicéridos
para el almacenamiento de energia) y colesterol HDL, fraccidon que es transportada

hacia el higado para ser utilizada en la sintesis de hormonas, acidos biliares y
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lipoproteinas. Aunado a lo anterior, se ha observado en roedores que durante el
progreso de la obesidad, los depdésitos grasos en el higado dan pie a la generacion
de esteatosis hepatica, la cual se havisto que esta fuertemente relacionada con un
aumento en la sintesis de triglicéridos, mientras que todo el exceso de colesterol es
transportado de regreso al higado a través de los complejos lipoproteicos de alta
densidad (HDL) [22, 32, 55]. Lo anterior pudiera explicar por qué la concentracion
de colesterol en el suero materno no fue diferente entre ambos grupos, a pesar de
gue hayun aumento significativo en los triglicéridos del grupo OM, respecto al CTR,
asi como se pudiera relacionar con los resultados obtenidos en la histologia del

higado, los cuales se discuten con mas detalle en el siguiente apartado.

Por otro lado, se sabe que la leptina es una hormona que actiia como regulador de
la ingesta calorica. En los humanos y en los roedores, este péptido provoca una
pérdida del apetito y estimula la reduccion de los depdsitos de grasa, lo que ayuda
de manera enddcrinaa mantenerun control en el peso corporal. Adicionalmente, la
leptinapuede promover la absorcion y transporte de la glucosaa través del intestino
delgado, asi como su captacion en el musculo esquelético [70], lo cual podria ser
unade las razones por las que la concentracién de glucosa sérica en el grupo OM
no fue diferente a la del grupo CTR. No obstante, se ha determinado que la
hiperleptinemia encontrada en el grupo OM también puede traer consigo efectos
adversos para el metabolismo materno. Es bien sabido que existe una relacion
estrecha entre la insulina y la leptina, pues ambas hormonas se regulan
mutuamente: la leptinainhibe la secrecion de insulina en el pancreas, mientras que
esta Gltima estimula la produccion de leptina en los adipocitos. Sin embargo,
estudios en roedores han determinado que ante una condicién de hiperleptinemia
se genera resistencia a esta adipocina, lo cual induce una pérdida en su capacidad
para regular la secrecion de insulinaen el pancreas, conduciendo a un estado de
hiperinsulinemia y, posteriormente, resistencia progresiva a dicha hormona [3].
Ademas, las investigaciones de Li, et al. (2011) sugieren que el aumento en la
concentracion de leptina sérica en la rata gestante puede promover una

sobreestimulacion en la expresion del &cido ribonucleico mensajero (ARNm) de
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leptina en el TA del embrion durante la gestacién, o bien, puede incrementar la
concentracion deleptinaen laleche materna durante el periodo de lactancia, lo cual
puede programar un estado de hiperleptinemia, hiperinsulinemia y resistencia a
ambas hormonas en la progenie, ya sea desde el nacimiento o durante la etapa
lactante [39].

En cuanto al parametro HOMA, se trata de un indice que nos ayuda a evaluar la
resistencia a la insulina; cuando su valor se encuentra elevado implica que las
células del organismo (principalmente del higado, TA y musculo esquelético) no
responden de manera Optima a esta hormona y no pueden absorber la glucosa
facilmente, por lo que el pancreas secreta una mayor concentracién de insulinay,
por consiguiente, se recupera la homeostasis en los niveles de glucosa sérica [52].
Lo anterior podria ser otro mecanismo por el cual los valores de glucosaen el grupo
OM nofueron diferentes alos del grupo CTR, asi como pudiera explicar el aumento
observado en la concentraciéon de insulinay el HOMA de las ratas alimentadas con
dieta alta en grasa. Aunado a lo anterior, se ha visto en distintos modelos murinos
gue durante el progreso de la obesidad, la resistencia a la insulina puede atribuirse
a distintos factores, entre los cuales se encuentra la hiperglucemia, lipotoxicidad
(derivada del exceso de colesterol y triglicéridos), estrés oxidativo 0 un exceso en
la secrecién de adipocinas proinflamatorias; estos factores inducen diferentes
mecanismos moleculares, entre los cuales destaca la fosforilacion de residuos de
serinay treonina, lo cual inhibe la activacion del receptor de insulina e impide su

correcta funcion en las células [15].

El aumento de los depdsitos grasos en el tejido hepéatico del grupo OM puede
comprometer la correcta funcién del higado materno durante la gestacion y

programar negativamente el desarrollo de la progenie.

El higado es el 6rgano endocrino mas importante en los animalesy juega un papel
indispensable en el metabolismo. Durante la gestacion, el higado de la rata necesita
atravesar por una serie de cambios fisiol6gicos normales que permitan incrementar

su actividad metabdlica y enddcrina para asi poder satisfacer todas las demandas
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energéticas por parte de la madre y los fetos [47]. Este 6rgano también tiene una
participacion central en el desarrollo de las crias, pues aqui son procesados los
nutrientes obtenidos a través de la dieta materna y posteriormente son transferidos
a los fetos por medio de la placenta, o bien, a los neonatos a través de la leche.
Ademas, los lipidos sintetizados en el higado son almacenados como reserva de
energia en este mismo 6rganoy en el TA materno, o son enviados a la GM como
fuente de energia para llevar a cabo su correcta maduracion. Adicionalmente, se ha
visto que en los hepatocitos se sintetizan enzimas como las desaturasas (A5 y A6)
y elongasas (2y 5), las cuales tienen su actividad tanto en el higado como en la GM
para la sintesis de acidos grasos poliinsaturados, los cuales deben ser transferidos
ala progeniea través de laplacentao la leche materna para el adecuado desarrollo

de sus sistemas metabolico, enddcrino y nervioso [8].

No obstante, diferentes autores han reportado que el desequilibrio en el aporte
lipidico por parte de la dieta puede traer repercusiones en la correcta funcion del
higado en los roedores. De acuerdo con Almanza, et al. (2008), se ha observado
qgue los ratones alimentados con unadieta alta en grasa presentan niveles elevados
de leptina, lo cual provoca unainhibicion en la sefializacion de la insulina al unirse
con su receptor en los hepatocitos, afectando asi el aprovechamiento de la glucosa

por parte del higado [3].

Asi mismo, los estudios de Gonzalez, et al. (2015) indican que el incremento de los
acidos grasos en el higado promueve un estado de esteatosis hepatica, resistencia
a la insulina e incremento en el estrés oxidativo, lo cual da origen a una lesion
hepatocelular. Adicionalmente, ellos sugieren que los machos son mas propensos
a sufrir este tipo de dafio en el tejido hepatico, ya que los niveles de estrogenos en
las ratas hembra estimulan la expresion de genes antioxidantes que ayudan a
restablecer la homeostasis hepatica y evitar el dafio por especies reactivas de
oxigeno [22]. Sin embargo, las investigaciones de Colleluori, et al. (2021) indican
qgue la esteatosis hepaticay los desequilibrios en la concentracion de leptina sérica

pueden afectar la funcion de los estrogenos en las ratas hembra, por lo que el
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higado se vuelve mas propenso a sufrir dafio ante un exceso de lipidos en los
hepatocitos [14]. Esto coincide con lo reportado por Karacor, et al. (2014), quienes
establecen que el higado graso es mas vulnerable ainflamarse y dafiarse por estrés
oxidativo, en comparacion con individuos sanos de ambos sexos, pueslos depdsitos
de grasa favorecen la produccién excesiva de radicales libres y especies reactivas

de oxigeno, lo que conlleva a un deterioro progresivo de la funcion hepéatica [34].

Aunado a lo anterior, el consumo de una dieta alta en grasa no solo afecta el
metabolismo materno, sino que también puede tener repercusiones en la funcion
hepatica de los descendientes. En los estudios de Beltran (2020), donde se expuso
a la rata durante su crecimiento, gestacion y lactancia al consumo de una dieta con
un contenido graso total del 25%, se determiné que esta condicién genera efectos
adversos en el metabolismo de lipidos de las crias macho, reflejado como aparicion
de esteatosis hepatica (incremento en los depdsitos de grasa, respecto al higado
de su grupo control) y ademas, se observo que esta patologia se volvia mas severa
con la edad de los descendientes [10].

De igual manera, los resultados reportados por Bautista et al. (2016) mostraron que
la obesidad materna inducida por el consumo de una dieta hiperlipidica puede
afectar negativamente el contenido de &cidos grasos poliinsaturados presentes en
la leche materna, debido a modificaciones en la expresion de desaturasas y
elongasas. Se sugirid que unade las posibles razones por las que esto ocurre es
qgue el alto contenido graso de la dieta altera la funcion hepatica de la rata gestante,
ya que este organo es el encargado de la produccion de estas enzimas, asi como

de la sintesis y transporte de acidos grasos hacia la GM [9].

Nuestros resultados indican que a 19 dG el peso del higado fue similar en ambos
grupos. Sin embargo, el peso relativo respecto al peso corporal fue menor en el
grupo OM, comparado con el CTR, lo cual se puede interpretar como una menor
proporcion de este 6rgano respecto al peso del individuo y, por consiguiente, se

pudiera ver afectada su eficiencia metabdlica, funcionalidad y morfologia [3].
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Ademas, en el higado materno del grupo OM se observé mayor grasa total y
contenido de triglicéridos, asi como las microfotografias demuestran que en estas
madres el porcentaje de area ocupada por los depoésitos grasos es
significativamente mayor respecto al area de tejido hepatico (esteatosis), a
diferencia de lo observado en el grupo CTR. Estos hallazgos concuerdan con lo
descrito en la literatura, por lo que en las madres obesas se podria esperar una
desregulacion en su funcion hepéatica que afecte el metabolismo materno de lipidos
y carbohidratos y, por consiguiente, altere el transporte de nutrientes hacia los fetos

a través de la placenta, en comparacion con las ratas alimentadas con dieta control.

El estado hipertrofico de los adipocitos en el grupo OM se relaciona con los

desequilibrios observados en el metabolismo materno a 19 dG.

Como se ha mencionado anteriormente, el TA cumple con una funcion muy
importante durante el progreso de la gestacion, pues en él se almacena toda la
energia que sera requerida por parte de la madre y los fetos, asi como se encarga
de la secrecion de diferentes adipocinas. Ambas funciones (reserva de energia y
actividad enddcrina) estan directamente relacionadas con el aporte calérico por
parte de la dieta materna; ante un exceso de energia, los adipocitos llevan a cabo
mecanismos de hiperplasia e hipertrofia para aumentar su nimero y tamafio,
respectivamente. Dichos procesos conllevan a un incremento en la masa del TA,
asi como estimulan una mayor secrecion de moléculas tales como leptina, TNF-ay
adiponectina [24, 28, 63].

Segun lo reportado por Almanza, et al. (2008) y De los Rios (2018), se ha
encontrado que enfermedades tales como diabetes mellitus tipo 2 y la obesidad se
relacionan fuertemente con desregulacionesen lasecrecion de adipocinas por parte
del TA, lo que conlleva ala aparicion de un cuadro de inflamacion sistémica y dafio
al endotelio. En el caso especifico de la obesidad, esta se caracteriza por una
expansion continua del TA, derivada de la ingesta de unadieta hipercalorica; esto

provoca la infiltracion de macrofagos y una secrecion exacerbada de adipocinas
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proinflamatorias,como IL-18, IL-6 y TNF-a, lo que genera en el organismo un estado
de inflamacién cronica de bajo grado. Por su parte, en el caso de la leptina, se ha
descrito que generalmente actlia como una adipocina antiinflamatoriay su funcion
se regula reciprocamente con el TNF-a. Sin embargo, los estudios en roedores
expuestos a una dieta obesogénica han determinado que ante un estado de
hiperleptinemia y resistencia a la misma, ésta puede fungir como adipocina
proinflamatoria; esto genera un desequilibrio en la regulacion del resto de las
adipocinas, trayendo como consecuencia una sobreexpresion de IL-6 y TNF-q, y
unadisminucion en la concentracion de adiponectina, lo que propiciala generacién
de un estado inflamatorio crénico acompafiado de hallazgos como resistencia a la

insulina, dafio en el tono musculary alteraciones en la presion arterial [3, 15].

Para complementar lo anterior, se sabe que, en respuesta al consumo excesivo de
lipidos, los adipocitos tienden a incrementar su tamafio (hipertrofia) con el objetivo
de almacenarel excedente de grasay evitar la lipotoxicidad. No obstante, el proceso
de hiperplasia (aumento en el namero de células) actta como mecanismo de
regulacion para compensar la hipertrofia, de tal manera que no se pierda la
homeostasis en el TA [63]. Sin embargo, las investigaciones de Ibafiez (2019)
reportan que los modelos de obesidad en roedores se han caracterizado por
presentar alteraciones en el area de los adipocitos, observando que estas células
mantienen un estado hipertréfico que persiste a lo largo de la vida de estos
individuos. Ademas, esta hipertrofia crénica se relacion6 fuertemente con la
manifestacion de resistencia a la insulinay leptina, lo que a su vez conlleva a
desajustes metabdlicos tales como elevacion de los niveles de triglicéridos, glucosa
y colesterol y un incremento en el peso corporal [28]. Por su parte, en 2020 los
estudios de Hillers, et al., encontraron que en los ratones expuestos a una dieta alta
en grasa hay una mayor abundancia de preadipocitos, respecto a la cantidad de
adipocitos maduros; esto debido a que existe una relacién entre el estado de
obesidad y unadisminucién en laexpresion del factor transcripcional PPARYy, lo cual
afecta los procesos de maduracion y renovacion en estas células, inhibiendo el

mecanismo de hiperplasia en el TA [26].
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En nuestro caso, se encontré que existe un aumento considerable en la mediana
del area del adipocito del grupo OM, respecto al grupo CTR; esto se vio reflejado
como una mayor abundancia de células de gran tamafio en las madres alimentadas
con dieta alta en grasa. Al comparar las poblaciones de adipocitos entre ambos
grupos, se determin6 que existe un estado de hipertrofia en el TA del grupo OM, lo
cual coincide con lo reportado por otros autores y, en ese sentido, se podria
establecer una correlacién entre el aumento en el area del adipocito del grupo de
obesidad materna y las alteraciones observadas en el perfil bioquimico de estas
madres a 19 dG, en comparacion con aquellas que fueron alimentadas con dieta

control.

Adicionalmente, los estudios de Hernandez (2021), donde se expuso a larata auna
dieta hiperlipidica (25% de grasa total) durante su crecimiento, gestacion y lactancia,
demostraron que el consumo excesivo de lipidos no solo afecta el metabolismo
materno, sino que también puede traer consecuencias negativas para el TA de los
descendientes. En este experimento se encontré que las crias de ambos sexos de
estas madres obesas presentaron hipertrofia en sus adipocitos, incluso después de
130 dias después de su nacimiento, lo cual puede favorecer la expresion de
enfermedades cronico-degenerativas (como diabetes y obesidad) en estos

individuos desde la vida temprana [24].

La dieta alta en grasa inhibe la correcta diferenciacion y maduracién de la

glandula mamaria de la rata durante la gestacion.

La GM es un 6rgano que esta principalmente regulado por el sistema endocrinoy
se convierte en un tejido funcional en respuesta a diferentes sefalizaciones
hormonales[12]. Dado que su funcion primordial es la de producir y secretar leche
materna para alimentar a los neonatos, solo es en los periodos de gestacion y
lactancia cuando la GM alcanza su mayor estado de madurez a través de drasticas
modificaciones en su conformacion y citoarquitectura, teniendo como resultado la

diferenciacion hacia un érgano secretor completamente funcional [26]. Ademas,
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como se ha mencionado anteriormente, la GM tiene unarelacién estrecha con el
higadoy el TA, puesestos 6rganos son los encargados de proporcionarle la energia
necesariapara la diferenciaciény proliferacion del parénquimaa lo largo del periodo
gestacional, asi como el higado es responsable de enviar a la glandula las
moléculas necesarias para la sintesis y correcta composicion de la leche materna
[23].

Hablando especificamente de la relaciéon de la GM con el TA, los estudios en
roedores y humanos han determinado que la funcién endocrinade los adipocitos en
la GM no es completamente igual a la de otros depdsitos grasos presentes en el
organismo, pues en esta zona se tiene una expresion mas robusta de ciertas
adipocinasy factores de crecimiento. La prolactina, estradiol y progesterona tienen
una participacion importante en la diferenciacion de la GM durante la gestacion, asi
como en la lactogénesis, de tal manera que se ha relacionado la deficiencia de
dichas hormonas con una ramificacion insuficiente del sistema ductal y ausencia de
alveolos. Por su parte, se sabe que los estrdgenos regulan estrechamente el
remodelamiento mamario, teniendo una influencia no solo en el tejido
parenquimatoso, sino también en los adipocitos que conforman el estroma. Se ha
descrito que con el inicio de la edad reproductiva en las hembras, los niveles de
estradiol favorecen los procesos de hiperplasia e hipertrofia del TA de la GM,
mientras que durante la gestacion, los adipocitos desaparecen progresivamente
para dar lugar a la infiltracion y elongacién del sistema ductal. Este proceso de
ramificacion depende tanto de la concentracién de estrogenos, como de la
funcionalidad de su receptor en la GM. No obstante, se sabe que la obesidad puede
alterar la secrecion y/o sefializacion de estas hormonas, generando diferentes
afectaciones en los mecanismos de maduracion y proliferacion de la GM. Se ha
visto que la hiperestrogenemia es un hallazgo comin en modelos de obesidad, ya
gue hay una sobreexpresion de la aromatasa (enzima responsable de convertir los
andrégenos en estrogenos). Sin embargo, esta condicién puede favorecer la

aparicion de un estado de resistencia a los estrégenos en los adipocitos, lo que

74



subsecuentemente conlleva a una falla en el correcto remodelamiento de la GM
durante la gestacion [14, 15, 26, 33].

Por su parte, las investigaciones de Colleluori, et al. (2021) y Hillers, et al. (2020),
han reportado que el estado de obesidad en los roedores aumenta
significativamente la concentracion de leptina. Dado que esta adipocina ejerce un
efecto regulatorio en la sintesis de leche materna (en sinergia con la prolactina), el
estado de hiperleptinemia puede traer consigo una condicion de resistencia a la
misma que afecte el proceso de lactogénesis y aumente su concentracion en la
leche materna. De igual manera, se ha asociado el exceso de esta hormona con un
aumentoen el estrés oxidativo dentro de las células epiteliales de la GM, generando
dafio en su ADNy, por consiguiente, muerte del tejido parenquimatoso. Ademas, se
llegé a la conclusién de que el estado de hiperleptinemia puede influenciar de
manera importante la secrecion de estradiol, lo que afecta el equilibrio entre los

tejidos parenquimal y adiposo durante la gestacion [14, 26].

Nuestros resultados indican que a 19 dG, la glandula del grupo OM presentd mayor
peso de tejido, peso relativo, grasa total y contenido de triglicéridos, respecto al
grupo CTR. Ademas, las microfotografias hicieron evidente que, a pesar de que
estas madres se encontraban en una etapa avanzada de la gestacion, la
proliferacion del tejido mamario era escasa, teniendo una mayor proporcion de TA,

respecto a las madres alimentadas con dieta control.

De acuerdo con lo reportado por los diferentes autores, se puede establecer una
relacion estrecha entre el consumo de unadieta alta en grasa y la inhibicién en la
correcta maduraciéon de la GM; esto se puede atribuir a diferentes mecanismos,
entre los cuales el que mas se relacionacon nuestros resultados es el estado de
hiperleptinemia, el cual puede afectar la sefializacion de otras hormonas
(principalmente los estrégenos) e impedir que los adipocitos sean debidamente

sustituidos por el tejido parenquimatoso.
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Estos datos concuerdan con los resultados de Kamikawa, et al. (2009), donde
usaron ratones expuestos a unadieta alta en grasa durante 16 semanas después
del destete (24.5% de grasa insaturada y 7.1% de grasa saturada). Ellos
encontraron que estos individuos presentaron un aumento en su peso corporal y en
la adiposidad del higado y GM, acompafiado de niveles elevados de glucosa,
triglicéridos, insulinayleptina,en comparacion con su grupo control. A su vez, estos
ratones obesos generaron hipertrofia en sus adipocitos, lo cual provoc6 dafio en las
células epiteliales de la GM debido a la infiltracion de macréfagos y elevacion en la
concentracion de IL-1B y TNF-a, que son adipocinas que dan lugar a procesos
inflamatorios y fibréticos en el tejido mamario. Aunado a lo anterior, se observo que
los ratones alimentados de esta forma mostraron unainhibicion en la ramificacion
del sistema ductal, desarrollo epitelial y mioepitelial incompleto y una mayor
abundancia en los depdsitos de colageno alrededor del parénquima mamario,
comparado con su grupo control [33]. Por su parte, las investigaciones hechas por
De los Rios (2018) y Luzardo, et al. (2023) reportaron que el consumo de unadieta
alta en grasa promueve alteraciones en la sefializacién enddcrina de la GM durante
la lactancia como una mayor expresion de IL-6 y TNF-a, asi como una sintesis
exacerbada de serotonina, (hormona que patrticipa en el proceso de involucién de
la GM despuésdel destete), lo cual puede favorecer un proceso involutivo temprano

del tejido mamario (alrededor del dia 10 de lactancia en ratas) [15, 44].

Aunado a lo anterior, la citoarquitectura de la GM revelé que a 19 dG, el area de los
acinosy nucleos celulares fue menor en el grupo OM, respecto al CTR. Esto tiene
repercusiones importantes en la funcionalidad de la GM, pues estas estructuras
constituyen la maquinaria necesaria para la correcta sintesis de leche materna.
Entonces, la disminucion en su tamafio, sumado con lainhibicion en la proliferacion
del tejido parenquimatoso, pudiera explicar los resultados reportados previamente
por Bautista, et al. (2016), donde se encontré que a 21 dias postnatalesla leche de
las madres alimentadas con dieta alta en grasa resulta ser deficiente en proteinas,
carbohidratos y acidos grasos requeridos para el 6ptimo crecimiento y maduracion

final de la progenie, lo cual puede generar alteraciones permanentes en lafisiologia
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de los descendientesy predisponerlos apadecer unaenfermedad metabdlicadesde

la vida temprana [9].

Las modificaciones en el perfil de &cidos grasos presentes enla GM del grupo

OM pudieran generar efectos adversos en la progenie.

Los nutrientes presentes en la leche materna provienen de distintas fuentes, como
la dieta de la madre y sus reservas energéticas o la sintesis de novo en las células
epiteliales de la GM. Ademas, la disponibilidad de nutrientes esta determinada por
el metabolismo de diferentes tejidos, principalmente el higado y la GM, y puede
verse influenciada por los factores ambientales a los que esta expuesta la madre

durante los periodos de gestacion y lactancia [9, 15].

Entre la gran variedad de constituyentes que conforman la leche materna, se puede
mencionar que algunos de los mas importantes son los &acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga. Dentro de ellos, el acido AA (omega 6) y el DHA
(omega 3) participan en el desarrollo de la funcion neuronal y cognitiva de la
progenie, mientras que el acido EPA (omega 3) es un precursor importante para la
obtencion de metabolitos utiles en la maduracion del sistema inmune en las crias.
La importancia de la sintesis de estos acidos grasos por parte del higado y la GM,
asi como su presencia en la leche materna, radica en que en los neonatos la
actividad de las desaturasasy elongasas es muy baja, por lo que necesitan obtener
estos nutrientes a través de la madre, ya sea via placentaria o durante el periodo
lactante [9]. Otros componentes importantes de la leche son la leptina (encargada
de regular la ingesta caldrica en los neonatos y mantener un control en su peso
corporal) y el acido oleico (omega 9), el cualtiene efectos benéficos sobre la funcion

hepatica y cardiovascular de las crias [34].

No obstante, los estudios de obesidad materna en roedores han determinado que
la ingesta de unadieta alta en grasa puede generar desequilibrios en el contenido

nutrimental de la leche, sobre todo en la concentracion de lipidos. De acuerdo con
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De los Rios (2018), la leche producida por madres expuestas a una dieta
hiperlipidica puede verse incrementada en su contenido de grasa total y acidos
grasos saturados, mientras que la concentracion de &acido EPA y DHA se ve
disminuida [15]. Esto coincide con los resultados obtenidos por Bautista, et. al.
(2016), en donde se observo que las madres alimentadas con dieta alta en grasa
produjeron leche con menor contenido de agua, carbohidratos, EPA y DHA,
mientras que el porcentaje de grasa total y acido AA se encontraba elevado,
respecto a su grupo control [9]. De igual manera, los estudios de Innis (2014)
determinaron quelos acidos grasos omega 3 y 6 son de los componentes presentes
en la leche mas susceptibles a sufrir alteraciones derivadas del tipo de dieta
consumidaporla madre, lo que conllevaaefectos adversos en el desarrollo cerebral

y ocular de los descendientes [30].

Nuestros resultados indican que la exposicién de la rata a unadieta alta en grasa
durante su crecimiento y gestacion genera niveles elevados de acidos saturados,
omega 3, omega 6 y omega 9 en la GM a 19 dG, comparado con las madres del

grupo CTR.

La concentracion elevada de acidos grasos saturados en el grupo OM se puede
relacionar directamente con el consumo de manteca de cerdo, la cual es rica en
este tipo de lipidos y favorece el aumento de las reservas de grasa en el organismo
materno [32], lo cual coincide con los hallazgos encontrados en estas madres a 19
dG (incremento en el peso corporal, niveles elevados de triglicéridos, aumento en

los depdésitos grasos del higado e hipertrofia de los adipocitos).

Por su parte, la evidenciadocumentada en la literatura todavia no es clara acerca
de si puede haber efectos adversos en la madre o en la progenie ante una
concentracion elevada de acidos grasos poliinsaturados, tales como el EPA o el
DHA. Sin embargo, si se hasugerido que los niveles altos de estos acidos grasos
pudieran generar alteraciones en el desarrollo del TA durante la vida fetal y la

infancia de las crias, pues son los periodos de mayor adaptacién y vulnerabilidad
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para este organo [42]. Ademas, algunos autores reportan que el consumo elevado
de acidos omega 3 puede interferir con la funcion de los acidos omega 6 durante la
etapa perinatal [49], asi como su exceso se ha relacionado con defectos en la
funcién plaquetaria y gastrointestinal, aumento en el peso corporal y un desarrollo

alterado del sistema inmune [38].

Finalmente, en 2021 los estudios de Zambrano, et al., basados en modelos de
obesidad materna en ratas, determinaron que la exposicibn temprana a
concentraciones elevadas de acidos omega 6, como lo es el acido AA, puede
acelerar la maduracion y proliferacion de los adipocitos en la progenie, provocando
que las crias nazcan con una mayor adiposidad y un aumento en su peso corporal,

respecto a los descendientes de madres alimentadas con dieta control [79].

8. CONCLUSION.

La obesidad inducida por el consumo de una dieta alta en grasa durante el
crecimiento y embarazo de la rata genera efectos adversos en la adaptacion
materna durante la gestacion, en especial en el metabolismo de lipidosy la correcta
funciény maduracion de 6rganos clave para esta etapa, como lo es el higado, TAy
GM. Lo anterior puede programar negativamente el desarrollo de la progenie desde
la vida temprana y ser la posible explicacion cientifica para la manifestacion de

enfermedades cronico-degenerativas no transmisibles en los descendientes.

9. PERSPECTIVAS.

Los resultados obtenidos en la presente tesis pueden ser encaminados a proponer
iniciativas en el area de la salud, como protocolos de suplementacién temprana,
talleres de educacion reproductivay nutricional, pruebas diagnésticas asociadas al

sindrome metabdlico, entre otras, de tal manera que se genere mayor consciencia
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respecto al efecto de la obesidad materna sobre el estado de salud no solo de la
madre sinotambién de su descendencia. Ademas, lo que se buscaes continuarcon
estudios de obesidad materna en modelos de experimentacion con animales, ya
qgue los estudios epidemiolégicos en humanos no nos permiten realizar analisis a
nivel celular, biolégico y molecular que sean utiles para comprender la
predisposicion al desarrollo de patologias metabdlicas en la progenie, ya sea desde
la infancia o durante la vida adulta, y que pudiera contribuira reducir la prevalencia

de este tipo de enfermedades dentro de la poblacion.
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11. APENDICE A.

Procedimiento para la preparacion de la dieta alta en grasa.

Ingredientes en polvo:
e Caseina libre de vitaminas, de Harlan Tekland®.
e L-Cistina diclorhidrato, de Sigma Aldrich®.
e Mezcla de minerales AINK-76, de Harlan México®S.A.
e Mezcla de vitaminas AIN-93 VX, de Harlan México® S.A.de C.V.
e Colina clorhidrato, de Sigma Aldrich®.
e a- Celulosa, de Sigma Aldrich®.
e Almidén de maiz, de Drogueria Cosmopolita®S.A. de C.V.

e Azucar refinada, de Great Value®.

Ingredientes grasos:
e Aceite comestible puro de soya Nutrioli®, de Ragasa Industrias S.A. de C.V.

e Manteca de cerdo, de JC Fortes®.

La aparienciafisica de los ingredientes en polvo, los ingredientes grasos y la dieta

obesogénica terminada se puede apreciar en la Figura Al.

Figura Al: Ingredientes utilizados para la formulacion de la dieta
obesogénica. A) Mezcla de ingredientes en polvo antes del mezclado con los
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ingredientes grasos. B) Aceite de soya. C) Manteca de cerdo. D) Dieta
hiperlipidica después del mezclado. MA Pérez.

Procedimiento de fabricacion:

1) Se pesaron los ingredientes en polvo en las cantidades adecuadas para
mantener el contenido nutrimental especificado en el protocolo experimental
(Tabla 1, Metodologia). Para ello, se emple6 una balanza granataria
(Ohaus®, modelo 30428199) y el mezclado de los polvos se realizé en una
bolsa de polietileno mediante la formacion de un cono.

2) Se adicion6 lamezcla de polvos junto con el aceite de soya en un mezclador
de paletas (Figura A2), y se llevé a cabo un primer mezclado durante 5 min
a velocidad de 1,425 rpm.

3) Con agitacion constante, se adicion6 la manteca de cerdo y se mezclo
durante 5 min mas.

4) La apariencia final de la dieta es la de una masa homogénea cuya
consistencia debe ser la adecuada para ser roida por los animales. De ser
necesario, se continta con el mezclado durante otros 5 min.

5) Las preparaciones se almacenaron en bolsas de polietileno opacas, a una

temperatura de 4°C y con un periodo de almacenamientono mayora un mes.

Figura A2: Preparacion de la dieta obesogénica con ayuda de un mezclador de
paletas (Hobart, modelo A-200, capacidad de 20 L). MA Pérez.
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12. APENDICE B.

Fundamento de la tincion H&E.

Para la realizacion de esta técnica, el primer paso esla fijacion del tejido de interés
inmediatamente después de haber sido extraido del organismo en estudio [65]. El
agente fijador mas utilizado es la solucién de formol al 4% [48], la cual esta
preparada a partir de una solucion de formaldehido al 37% diluida con solucion
buffer de fosfatos (PBS). El formol se utiliza como fijador ya que mantiene integra la
estructura celularde los tejidos, deteniendoel ciclo de vida de las célulasy evitando
el comienzo de los procesos autoliticos [48]; de esta manera, los &cidos nucleicos y
las proteinas mantienen su capacidad para reaccionar con compuestos especificos

en los siguientes pasos de la técnica [65].

Posteriormente, se llevaa cabo un proceso de deshidratacion, en donde el objetivo
es remover el agua presente en los tejidos fijados y que estos se endurezcan. Los
agentes deshidratantes mas utilizados son: etanol, isopropanol y cloroformo, con
los cuales se preparan soluciones de concentraciones crecientes en las que se
infiltrara el tejido de interés [48]. No obstante, la dureza lograda con este paso no
es la suficiente como para obtener secciones delgadas al cortar los tejidos con una
navaja (de 3 a 10 ym de grosor), por lo que se requiere de un paso de inclusion,
en donde los tejidos son colocados en una determinada sustancia que tenga la
capacidad de infiltrarse en su estructura para dar soporte y formar un bloque
homogéneo en cuanto a dureza y consistencia[48, 75]. Los agentes de inclusion
mas utilizados pueden ser compuestos hidrofilicos (carbowax, glicol metacrilato,
gelatina) o hidrofobicos (parafina, celoidina u otro tipo de resina) [48]. En el caso de
este procedimiento experimental, se utilizé parafina en estado liquido, ya quees la
forma en que ésta puede penetrar al interior de los tejidos y con la cual se han

obtenido mejores resultados.
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Unavez que se han formado los bloques de parafinay, subsecuentemente se han
cortado en finas secciones de 5 ym de grosor, los cortes se montan en portaobjetos
tratados previamente con etanol absoluto y poli-L lisina (Figura B1). El uso del
etanol en este paso tiene como objetivo remover la suciedad y/o la grasa que
pudiera estar presente en la laminillay que es ajena al tejido estudiado, mientras
qgue la poli-L lisina se utiliza como agente adherente, es decir, es un compuesto con
la capacidad de modificar las cargas superficiales de lalaminillay, de esta manera,
fijar los cortes para evitar que se desprendan o se modifique su estructura celular al
someterlos a los siguientes pasos de la técnica [75].

Figura B1: Ejemplo de cortes montados en portaobjetos de vidrio. En la
fotografia se pueden apreciar cortes de 5 ym de grosor correspondientes al higado
del grupo Control (CTR) (sefialados con flecha roja). MA Pérez.

Después, se lleva a cabo un proceso de desparafinado, en donde la parafina tiene

gue ser eliminada de los tejidos para que las soluciones acuosas puedan penetrar
e interactuar con las estructuras celulares [65]. Para ello, se calientan los cortes a

60-65 °C (que es el punto de fusion de la parafina) y se lavan con xilol.

El siguiente paso es unarehidratacion de los tejidos, con el objetivo de drenar el
xilol; para ello se utilizan soluciones de concentraciones decrecientes de etanol
(100, 95y 75%) [48]. Posteriormente, los cortes son sumergidos en hematoxilina
de Harris, que es unasustanciaacidofilaempleada como colorante primario en esta

técnica; este colorante es un preparado comercial compuesto por la forma oxidada

99



de la hematoxilina (conocida como hemateina) (Figura B2 A y B) y sales de
aluminio. Elaluminio es union que en este caso actia como mordente, ya que se
coordina con la estructura de la hemateinay entonces le ayuda a formar enlaces
covalentes con los grupos fosfato presentes en los acidos nucleicos (FiguraB2 C)
[65]. De esta manera, cuando se lleva a cabo la microscopia, se pueden apreciar
los nucleos celulares de color violeta.
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Figura B2: Estructuras quimicas de interés en la tincion con hematoxilina. A)
Hematoxilina. B) Hemateina (forma oxidada de la hematoxilina). C) Compuesto de
coordinacion formado entre la hemateina, iones aluminio y los grupos fosfato
presentes en el acido desoxirribonucleico (ADN). Figura tomada de: [65] Santos
(2017).

El exceso de colorante es lavado con agua desionizaday etanolal 100% y entonces
los cortes se sumergen en solucion de eosina, la cual es una sustancia baséfila
empleada como colorante de contraste. Al ser un colorante anidnico, la eosina es
atraida por los grupos amino (cargados positivamente) de los residuos de histidina,
argininay lisina presentes en las proteinas del tejido en estudio, por lo que se
pueden apreciar de color rojo/rosa al mirarlas a través de un microscopio [65]
(Figura B3).
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Figura B3: Estructuras quimicas de interés en la tincion con eosina.
Interaccion entre la molécula de eosinay un residuo protonado de histidina. Figura
tomada de: [65] Santos (2017).

Los tejidos son lavados con agua desionizaday etanol al 100% y se sumergen en
etanol al 95%, con el objetivo de eliminar el exceso de agua, la cual podria refractar

la luz y generar interferencias al momento de realizar la microscopia [65].

Finalmente, se lleva a cabo un paso de aclarado, en donde los tejidos son
sumergidos en xilol (el cual actia como agente limpiador y aumenta el coeficiente
de refraccion del tejido) y se realiza un sellado, donde las muestras son cubiertas
con cubreobjetos y sellador para protegerlas de la contaminacién vylo
descomposicion, de tal manera que se puedan utilizar infinidad de veces sin
deteriorarse [48, 65] (Figura B4).

Figura B4: Ejemplo de cortes tefiidos por H&E. En la fotografia se pueden
apreciar cortes de higado del grupo Control (CTR) después de ser tefiidos con la
técnica de hematoxilina y eosina. MA Pérez.
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13. APENDICE C.
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Campus Villahermosa del 6 al 8 de octubre de 2022.

Villahermosa, Tabasco; 8 de octubre de 2022.
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Mtro. Natanael Flores Amaya Dr. Gerardo A. Dubcovsky
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