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1. RESUMEN

La obesidad por dieta alta en grasas, asi como por programacion, puede conducir a la desregulacion
del masculo esquelético con un posterior desarrollo de atrofia muscular, en el cual aumentan los
procesos catabolicos y disminuyen los procesos anabolicos para la generacion de nuevas proteinas
musculares, ocasionando una disminucion en la tasa de reparaciéon del musculo, asi como pérdida
de funcion y cambios en su morfologia. De tal forma, que el objetivo del presente estudio es
analizar el efecto en la expresion de genes y proteinas relacionadas con la sintesis y degradacién
de proteinas del musculo esquelético, en un modelo animal de progenie de madres con dieta
obesogenica; asi como el efecto de una dieta posnatal alta en grasas y la administracion del
flavonoide —(-) epicatequina (Epi).

Se desarrollé un modelo experimental en ratas macho Wistar (F1), provenientes de madres control
o0 alimentadas con dieta alta en grasas (FO0), las cuales, posterior al destete, fueron alimentadas con
dieta control o dieta alta en grasas hasta el dia 110 posnatal. De igual manera se evaluo la
administracion en la etapa posnatal de la Epi durante 90 dias, desde el destete hasta el fin del estudio
(1 mg/kg/12 h). Como tejido de estudio se evalud el musculo esquelético gastrocnemio y soleo.
Se demostro que la administracion de Epi por 90 dias induce una disminucion en la expresion
transcripcional de Murfl (p =0.036) y NF-xB (p = 0.038) en musculo gastrocnemio. Por otra parte,
a nivel de expresion proteica se demostro que el consumo de una dieta materna alta en grasas induce
una disminucion del marcador de diferenciacion muscular MyoD en musculo gastrocnemio (p =
0.0061), mientras que una dieta posnatal alta en grasas induce un aumento en la expresion de
MURF en musculo gastrocnemio (p<0.0001), asi como un aumento de MAFbx en mdusculo
gastrocnemio (p = 0.01) y séleo (p = 0.0475), ambas proteinas inductoras de atrofia muscular. No
se presentaron cambios en la fosforilacion del factor de transcripcion NF-xB, ni en la fosforilacion

de la cinasa inductora de hipertrofia muscular p70S6K-a.
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Como conclusion, la administracion del flavonoide Epi induce una disminucion transcripcional en
los inductores de atrofia muscular Murfl y NF-xB en musculo gastrocnemio. Por otra parte, la
obesidad materna ocasiona una disminucién a nivel de proteina del factor de diferenciacion
muscular MyoD; mientras que la dieta alta en grasas en la vida posnatal induce un aumento
significativo de la expresion del MURF y MAFbx, moléculas relacionadas con la degradacion de
tejido musculoesquelético en musculo gastrocnemio y s6leo. De manera interesante, las variables
estudiadas no tienen influencia sobre la expresion de p70S6K-a, molécula involucrada con la

hipertrofia del tejido muscular.
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2. ABSTRACT

Obesity due to a high-fat diet, as well as by programming, can lead to the deregulation of skeletal
muscle, with a subsequent development of muscle atrophy, in which catabolic processes increase
and anabolic processes decrease for the generation of new muscle proteins, causing a decrease in
the rate of muscle repair, as well as loss of function and changes in its morphology. The aim of this
study was to evaluate the effect on the expression of genes and proteins related to the synthesis and
degradation of skeletal muscle proteins, in an animal model of progeny of mothers with an
obesogenic diet; as well as the effect of a high-fat postnatal diet and the administration of the
flavonoid (-)-epicatechin (Epi).

An experimental model was developed in male Wistar rats (F1), from control or obese mothers
(FO), which, after weaning, were fed with a control or high-fat diet until postnatal day 110.
Likewise, the administration of Epi fo 90 days in the postnatal stage was evaluated from weaning
to the end of the study (1 mg/kg/ 12 h). The gastrocnemius and soleus skeletal muscles were
evaluated.

It was demonstrated that the administration of Epi for 90 days induces a decrease in the
transcriptional expression of Murfl (p = 0.036) and NFxB (p = 0.038) in gastrocnemius muscle.
On the other hand, at the level of protein expression, it was shown that the presence of a maternal
high-fat diet induces a decrease in the muscle differentiation marker MyoD in gastrocnemius
muscle (p = 0.0061), while a postnatal high-fat diet induces significant increase in MURF
expression in gastrocnemius muscle (p<0.0001), as well as an increase in MAFbx in gastrocnemius
(p = 0.01) and soleus muscle (p = 0.0475), both proteins induce muscle atrophy. There were no
changes in the phosphorylation of the transcription factor NFkB, nor in the phosphorylation of the

kinase p70S6K-a which induced muscle hypertrophy.
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In conclusion, the administration of the flavonoid Epi induces a transcriptional decrease in the
muscle atrophy inducers Murfl and NF-«B in the gastrocnemius muscle. On the other hand,
maternal obesity causes a decrease in the protein level of the muscle differentiation factor MyoD;
while the high-fat diet in postnatal life induces a significant increase in the expression of MURF
and MAFbx, molecules related to the degradation of musculoskeletal tissue in the gastrocnemius
and soleus muscles. Interestingly, the variables studied have no influence on the expression of

p70S6K-a, a molecule involved in muscle hypertrophy.
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3. INTRODUCCION

3.1. Obesidad

La obesidad es una enfermedad multifactorial caracterizada por un aumento en el nimero y/o
tamanio de los adipocitos y actualmente es uno de los mayores problemas de los sistemas de sanidad
publica del siglo XXI (Choe et al., 2016; Qasim et al., 2018). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), ha definido a la obesidad como una acumulacién excesiva de tejido adiposo que perjudica
la salud del individuo, y es diagnosticada con un IMC superior o igual a 30 kg/m?2. Ademas de la
morbilidad intrinseca a la patologia, la obesidad, aumenta el riesgo de presentar otras enfermedades
como diabetes tipo 1, esteatosis hepatica, osteoartritis, apnea obstructiva del suefio, ademas de un
importante aumento del riesgo de enfermedad cardiovascular y una disminucion en la esperanza
de vida (Choe et al., 2016; Goossense 2017; Bliher 2019). A nivel molecular, la obesidad también
involucra cambios en el microambiente del tejido adiposo, caracterizados por alteraciones en la
secrecion de adipocinas, apoptosis de adipocitos, hipoxia local y acumulacion de acidos grasos.
También se acompafa de alteraciones en otros procesos como la adipogénesis, la angiogénesis y
la respuesta inmune en el tejido (Choe et al., 2016; Goossense 2017).

En México, en las Gltimas 3 décadas se ha presentado un incremento abrupto en la prevalencia de
sobrepeso y obesidad, posicionandose como la problematica nutricional mas prevalente en nuestra
poblacién. De acuerdo con datos de la encuesta ENSANUT 2021 sobre Covid-19, la prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad en la poblacion de 5 a 11 afios se situa en 37.4% (Fig. 1.
Comparativo de la prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad en poblacién de 5 a 11 afios de
edad, de la ENN-1999 y Ensanut 2006, 2012, 2018-19, 2020 y 2021, por sexo (tomado de Shamah-
Levy et al., 2022).); esto habla de una importante proporcion de infantes con esta patologia;

mientras que, los adolescentes de entre 12 y 19 afios tienen una prevalencia combinada de obesidad
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y sobrepeso de 42.9%. Finalmente, para adultos de 20 afios y mas, el porcentaje de sobrepeso y
obesidad es del 72.4%; de manera interesante, al analizar Unicamente a la poblacién femenina, se
observa una prevalencia més alta de sobrepeso y de obesidad, alcanzando el 75.0%, (Fig. 2)
(Shamah-Levy et al., 2022).

Resulta de interés mencionar que, al observar las estadisticas en la poblacion de mujeres en edad
reproductiva, 20 a 49 afios de edad, se observa una importante prevalencia de sobrepeso y obesidad,
alcanzando el 71.8% (Fig. 3), siendo el 39% la prevalencia de obesidad. Estos datos muestran que
gran proporcion de la poblacion femenina en etapa reproductiva podria mantener estas condiciones
metabdlicamente adversas durante el embarazo, condicionando la exposicion a este ambiente

obesogénico in Gtero a los futuros infantes (Shamah-Levy et al., 2022).
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Fig. 1. Comparativo de la prevalencia nacional de sobrepeso y obesidad en poblacién de 5 a 11
afios de edad, de la ENN-1999 y Ensanut 2006, 2012, 2018-19, 2020 y 2021, por sexo (tomado de
Shamah-Levy et al., 2022).
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Fig. 3. Comparacion de las prevalencias de sobrepeso y obesidad en mujeres de 20 a 49 afios de
edad, participantes en la ENN 88, ENN 99, Ensanut 2006, 2012, 2020 y 2021 (tomado de Shamah-
Levy et al., 2022).

3.2. Obesidad materna vy programacion fetal

Las estadisticas de obesidad y sobrepeso en mujeres en edad reproductiva posicionan a la obesidad
materna como una problematica de salud antes y durante el periodo de gestacion; de manera
paralela, también se ha determinado que esta condicion patologica podria tener efectos deletéreos
sobre el desarrollo del producto. Estudios realizados en Estados Unidos de América han descritos
que mas del 60% de mujeres en edad reproductiva tienen sobrepeso y cerca del 30% tiene obesidad,
al momento de la concepcion (Flegal et al., 2012; Driscoll y Gregory, 2020); de igual manera,
como se ha mencionado previamente, las cifras para México reportadas por ENSANUT 2021,
describen una alta prevalencia de sobrepeso y obesidad en mujeres en edad reproductiva,
alcanzando 71.8% (Shamah-Levy et al., 2022). Estos datos sugieren que, una importante poblacién
mexicana de infantes habra estado expuesta a un ambiente obesogénico in Utero durante periodos
claves del desarrollo prenatal, con potenciales riesgos asociados para la vida posnatal (King 2006;
Neri y Edlow, 2016; Zambrano et al., 2016).

Diversos estudios epidemioldgicos han sostenido que la salud materna y el estado nutricional
durante el embarazo y la lactancia tienen efectos sobre la salud del producto de la gestacion,
encontrando cierta relacion entre la obesidad materna y un aumento en el indice de adiposidad y
peso corporal de la progenie, ademas de un aumento en el riesgo de presentar sindrome metabdlico,
obesidad y alteraciones en el metabolismo de la glucosa en la vida adulta (Boney et al., 2005;
Sewell et al., 2006; Yu et al., 2013). El ambiente in Utero parece tener un importante papel en la
programacion de diversos aspectos de la fisiologia y el comportamiento de la progenie en cuanto a

la programacion de circuitos neurales que de manera subsecuente influyen en el metabolismo y la
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regulacion del balance energético, ejerciendo una influencia sostenida en la fisiologia adulta
(Sullivan et al., 2011). De manera interesante, se han caracterizado alteraciones en las vias de las
melanocortinas, las vias serotoninérgicas y dopaminérgicas que influyen en el apetito y pueden
relacionarse con una predisposicion a al hiperfagia y la preferencia de alimentos altos en grasas e
y carbohidratos durante la vida adulta (Sullivan et al., 2011)

Ademas de las asociaciones epidemioldgicas, la influencia de la obesidad materna sobre la
fisiologia de la progenie se ha descrito en diversos modelos animales, en los cuales se han
informado un aumento del peso corporal y acumulacién de tejido adiposo en la progenie de madres
con obesidad (Guo y Jen, 1995; Levine y Govek, 1998; Samuelsson et al., 2008; George et al.,
2010; Zambrano et al., 2010), fendmenos de resistencia a la leptinay a la insulina (Levine y Govek,
1998; Férézou-Viala et al., 2007; Samuelsson et al., 2008; Catalano et al., 2009; Zambrano et al.,
2010; Fan et al., 2013), hipertension (Samuelsson et al., 2008), dislipidemias (Bouanane et al.,
2010; Zambrano et al., 2010), alteraciones del tejido hepatico caracterizadas por inflamacion,
aumento en los niveles de estrés oxidativo y sobreregulacion de enzimas hepaticas gluconeogénicas
(Guo y Jen, 1995; McCurdy et al., 2009; Bayol et al., 2010; Bouanane et al., 2010); estas
alteraciones se manifiestan desde etapas tempranas del desarrollo posnatal, hasta la vida adulta. De
manera interesante, se ha descrito que algunos de estos efectos son hasta cierto grado irreversibles,
pues no son completamente abolidos por dietas adecuadas posnatales (Neri y Edlow, 2016).

En la actualidad se habla de un término denominado “impronta metabolica”, que se refiere a la
programacion de las respuestas metabolicas futuras en los individuos como consecuencia de
estimulos ocurridos durante un periodo de desarrollo critico. Si se analiza desde un punto de vista
evolutivo, esta impronta metabdlica tiene el propésito de potencializar la supervivencia de la
progenie al programar la regulacion del balance de energia de tal manera que las fuentes energéticas

disponibles pueden ser utilizadas de la manera mas eficiente. Consecuencia de este fendmeno, los
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sistemas fetales que parecen ser méas sensible a la programacion fetal son el sistema nervioso central
y el sistema cardiometabdlico (Sullivan et al., 2011).

Los mecanismos potenciales de la programacion fetal inducida por una dieta alta en grasas incluyen
la presencia de factores circulantes como la leptina o la insulina; la exposicién a sustratos
energéticos como la glucosa, los acidos grasos libres y triacilglicéridos los cuales se encuentran
elevados al igual que ciertas citocinas proinflamatorias (Ramsay et al., 2002; Stewart et al., 2007;
Grayson et al., 2010; Lappas, 2014). Esta exposicion podria condicionar la generacién de
modificaciones epigenéticas, incluyendo metilacion del ADN, modificaciones de histonas de
manera postraduccional y variaciones de microARNs (Ross y Desai, 2013; Neri y Edlow, 2016);
de igual manera se ha postulado que la exposicion a estos elementos durante el desarrollo fetal
podria estar relacionado con una disrupcion en los circuitos de regulacion neurales relacionados
con el control del apetito (Chang et al., 2008; Walker et al., 2008; Grayson et al., 2010).

Rio debajo de estas modificaciones epigenéticas, se han examinado los transcriptomas de diversos
tejidos en modelos de obesidad en madres e hijos. Por ejemplo, al analizar el perfil transcripcional
del tejido adiposo en la progenie de un modelo murino de obesidad materna, se mostraron cambios
significativos en la expresion de genes involucrados con vias de sefializacion lipogeénicas, lo que
sugiere una mayor propension a la adipogénesis en la progenie (Borengasser et al., 2013), la cual
se ha evidenciado en otros trabajos, al mostrar un mayor indice de adiposidad en los hijos de madres
obesas, aumento en los transportadores de sustratos energéticos hacia los adipocitos, asi como
mayor biosintesis de acidos grasos (Long et al., 2012; Ross y Desai, 2013; Desai et al., 2014).
También se han utilizado técnicas de ARN-Seq para examinar el tejido de musculo esquelético en
ratones expuestos a un ambiente obesogénico in Utero, encontrando un incremento en la activacion
de citocinas, inflamacion y disfuncién mitocondrial comparados con los controles. En otros

estudios se han encontrado alteraciones en la expresion del receptor de insulina en el muasculo
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esquelético de la progenie de madres obesas, asi como una disminucién relativa de la masa
muscular (Samuelsson et al., 2008; Yan et al., 2013; Latouche et al., 2014; Neri y Edlow, 2016).

En referencia a otros tejidos, se ha sugerido que el higado fetal es una diana importante en la
programacion metabdlica durante el desarrollo fetal, incrementando la expresion de genes
hepaticos lipogénicos, ocasionando una reduccion en la funcion mitocondrial y desregulacién en
la expresion de genes inflamatorios y aquéllos involucrados en la glucélisis, gluconeogénesis y
estrés oxidativo (McCurdy et al., 2009; Bayol et al., 2010; Bouanane et al., 2010). De igual manera,
otros tejidos aparecen afectados en esta impronta metabdlica, se ha mostrado una desregulacién en
la expresion de genes de las células pancreaticas productoras de insulina, y alteraciones en la
estructura trabecular de huesos, asi como cambios epigenéticos en la expresion de genes de
adipocinas. Incluso se ha encontrado evidencia de un incremento en la expresion de transportadores
de glucosa y aminoacidos en la placenta de madres obesas (Buckley et al., 2005; Neri y Edlow,

2016).

3.3. Obesidad v atrofia muscular

Tanto en modelos de obesidad en la adultez, como en modelos novedosos de obesidad materna, se
ha determinado que uno de los tejidos afectados por este estado patologico es el musculo
esquelético. Evidencia reciente ha mostrado que las complicaciones metabolicas derivadas de una
dieta alta en grasas también traen por consecuencia un aumento en el riesgo de complicaciones
musculoesqueléticas como obesidad sarcopénica, osteorporosis, tendinopatias y osteoartritis
(Wearing et al., 2006; Collins et al., 2018); y en términos generales, se ha descrito ampliamente
que la obesidad puede asociarse a cierto grado de atrofia muscular, presentando un cuadro
caracterizado por una elevada masa grasa a expensas de una baja masa muscular. Como

manifestaciones clinicas, puede tener aparejada una disminucion de la fuerza y de la funcion
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muscular, lo que es un importante factor de riesgo para la salud, dado que disminuye la movilidad,
aumenta el riesgo de caidas y por ende causa de fracturas dseas; disminuye la capacidad de hacer
las labores diarias habituales, conduce a la pérdida de la vida independiente y aumenta el riesgo de
muerte (Lee et al., 2017).

Se han analizado las relaciones moleculares entre la obesidad y la disfuncién metabdlica del
musculo esquelético, encontrando que, secundario a una dieta alta en grasas, éste tejido se ve
afectado, mostrando un aumento en la fibrosis del tejido, una deposicion lipidica ectdpica, asi como
un proceso de inflamacion caracterizado por una infiltracién de células proinflamatorias y
expresion de marcadores inflamatorios en células musculares (Fink et al., 2014; Collins et al.,
2017). De manera concomitante, este proceso de inflamacion tisular se acompafia de una
disminucion en la sensibilidad a la insulina y una deposicion de tejido adiposo ectopico; asi como
un aumento en los marcadores de degradacion muscular (Akhmedov y Berdeaux, 2013; Fink et al.,
2014; Collins et al., 2016). Ademas de la funcion intrinseca del musculo esquelético, la capacidad
de diferenciacion celular y regeneracion tisular también parece verse afectada por una dieta alta en
grasas (D" Souza et al., 2015).

Comenzando con el papel del sistema inmune, el fendmeno de la obesidad se caracteriza por ser
un estado de inflamacion cronica de bajo grado, por lo que las afectaciones a tejidos distantes
podrian verse explicadas, en parte, por un ambiente proinflamatorio constante. Se han descrito
diversos mediadores inflamatorios en el masculo esquelético en el contexto de obesidad como NF-
kB, que puede verse elevado en presencia de TNFa, citocina que se encuentra elevada en modelos
animales de obesidad y diabetes. La exposicion exdgena a citocinas proinflamatorias o niveles
enddgenos de citocinas estd asociada con dafio en el tejido musculoesquelético (Akhmedov y
Berdeaux, 2013), y se ha estudiado que estos niveles elevados citocinas como TNFa y IL-6, poseen

efectos catabolicos en el tejido (Wu y Ballantyne, 2017; Collins et al., 2018). No sélo se ha
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caracterizado la elevacion de citocinas proinflamatorias en el contexto de dafio muscular en la
obesidad, sino que, ademas, se han descrito fendbmenos de polarizacion de células inflamatorias
hacia un fenotipo proinflamatorio. Diversos estudios han descrito la presencia de macréfagos M1
en musculo esquelético en el contexto de obesidad, tanto en modelos animales como en humanos
(Fink et al., 2014; Khan et al., 2015; Collins et al., 2016). En el contexto de la obesidad, los
macrofagos pueden sufrir un proceso de polarizacion hacia M1 secundario a la exposicion a
citocinas proinflamatorias como IL6, TNFa o incluso la exposicion a productos de glicacion
avanzados (AGEs, por sus siglas en inglés) (Castoldi et al., 2015; Jin et al., 2015; Braune et al.,
2017).

Ademas, se sabe que las adipocinas secretadas por los adipocitos tienen efectos sobre los tejidos
sensibles a insulina, especialmente el higado y el musculo esquelético. Por ejemplo, la leptina,
hormona que regula el apetito, el gasto energético y la homeostasis de la glucosa, se encuentra
elevada en el contexto de la obesidad, y se ha demostrado que niveles elevados, estan asociados
con dafio al tejido muasculoesquelético, ademas de inducir la activacion de vias de sefializacion
proinflamatorias (Lord et al., 1998; Collins et al., 2015). En cuanto a la diferenciacion de masculo
esquelético, es interesante notar que la sefializacién de leptina parece ser necesaria para la
activacion de las células satélite. La leptina tiene la capacidad de estimular la proliferacion y
activacion de los macrofagos, regula al alta la miostatina, la cual regula de manera negativa la
hipertrofia muscular. Ademas del aumento de leptina por parte del tejido adiposo, también se ha
descrito que la elevacion en sus concentraciones puede ser secundario a la presencia de TNFa, IL-
1 y LPS plasmaticas, lo que crea un circuito de retroalimentacion positiva que exacerba las

complicaciones al musculo esquelético inducidas por obesidad.
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Otra adipocina relevante es la adiponectina, cuyos niveles tienen una relacion proporcionalmente
negativa con la grasa corporal (Ajuwon y Spurlock, 2005), en el mdsculo, la adiponectina aumenta
la oxidacion de acidos grasos, la captacion de glucosa y atenua la inflamacion local.

Ademas de las citocinas proinflamatorias y las adipocinas, otros elementos presentes en el cuadro
de obesidad que podrian causar un fendmeno de atrofia muscular son los AGEs, los cuales se
acumulan por el exceso en la disponibilidad de glucosa y el fendmeno de hiperglicemia que
usualmente acompafia a la obesidad. Estas moléculas pueden interferir con el proceso de
regeneracion muscular y disminuir la funcion de contractibilidad muscular, al demostrarse que una
dieta rica en estos productos conduce a una disminucion de la fuerza muscular, pérdida de masa,
disminucion de factores de transcripcion miogénicos, asi como disminucion en la sefializacion
muscular inductora de la sintesis proteica (Egawa et al., 2017). De manera mecanistica, los AGEs
podrian activar al receptor RAGE de los macrdfagos, induciendo una respuesta proinflamatoria,
asi como generar alteraciones en la trama de la matriz extracelular, afectando las propiedades
mecanicas y bioldgicas del masculo esquelético (Leuner et al., 2012; Abate et al., 2013; Jin et al.,
2015).

Otro fendmeno que contribuye a la desregulacion metabdlica es la deposicion ectopica de grasa en
musculo esquelético. Histolégicamente, este tejido adiposo puede localizarse entre los miocitos
como tejido adiposo intermiocelular/intermuscular o rodeando el mdsculo como tejido adiposo
perimuscul. Ambas localizaciones se consideran grasa extramiocelular que se expande de manera
sustancial en la obesidad y disminuye tras la pérdida de peso. Es en estos depositos ectopicos de
grasa en donde ocurre la infiltracion, acumulacién y activacién de macréfagos y linfocitos T, que
lleva a la secrecion de multiples citocinas proinflamatorias como TNFa, IL-1 € IFN-y en el mismo
sitio. Ademas, estos depdsitos se han correlacionado fuertemente con resistencia a la insulina y

expresion de MCP-1 y proteina C reactiva (Khan et al., 2015) (Fig. 4).
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Como se ha mencionado anteriormente, la obesidad también puede conducir a una regeneracion
muscular disminuida, como ha sido demostrado por Brown y colaboradores (2015), en cuyo
proyecto se describe que tras un dafio muscular, los animales con obesidad tienen una disminucion
en los niveles de IL-6, MyoD e IGF1 en comparacion con controles sin obesidad, los cuales a su
vez, parecen tener las cascadas de sefializacion de Akt y STAT3 activadas, en comparacion de los
ratones con exceso de tejido adiposo (Brown et al., 2015). Se han propuesto algunos factores
contribuyentes a este fendmeno de reduccidn en la capacidad de regeneracion muscular como la
elevacion de metabolitos lipidicos secundaria a una funcién mitocondrial deficiente, ademés de
una elevacion de citocinas proinflamatorias como TNFa, el cual tiene efectos contrarios a IGF1
(Akhmedov y Berdeaux, 2013). La disminucion de IGF1, resulta en una disminucion de la cascada
de sefializacion de PI3K-Akt-mTOR, lo que a su vez lleva a una disminucion en la sintesis proteica
(Akhmedov y Berdeaux, 2013; Brown et al., 2015). Finalmente, también se ha descrito que la
obesidad lleva a un aumento en los niveles de miostatina, un fendomeno que podria explicar la

disminucion en la capacidad de regeneracion tisular (Karalaki et al., 2009).
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Fig. 4. Cambios estructurales e inflamatorios en el musculo en el contexto de la obesidad.
Alteraciones en el tejido adiposo secundarios a la obesidad y consecuencias musculoesqueléticas

de la inflamacidn leve y crénica sobre el tejido musculoesquelético (tomado de Khan et al., 2015).

Finalmente, también se han descrito fenomenos de aumento del estrés oxidativo en el contexto de
obesidad, con la capacidad de afectar al musculo esquelético. La disfuncion mitocondrial es parte
de las consecuencias de la obesidad, y es atribuible al aumento en la necesidad de procesar
nutrientes, lo que resulta en el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y disminucién en la
sintesis de ATP (Weiss et al., 2013). Secundario a la disfuncion mitocondrial se genera aumento
del estrés oxidativo y acumulacion de especies reactivas de oxigeno, lo que puede conducir al inicio
de las disfunciones metabolicas (Serra et al., 2013), siendo que la acumulacion de radicales libres
puede conducir a la peroxidacién de lipidos y disrupcion de la membrana celular, desnaturalizacion

de proteinas, disminucidn en la sintesis de proteinas e incluso apoptosis celular; este fendmeno se
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observa en varios tejidos, incluyendo el musculo esquelético. Por otra parte, el aumento en los
niveles de especies reactivas de oxigeno puede resultar en susceptibilidad a la fatiga muscular y
disfuncion contractil el musculo esquelético; asi como una reduccion en la capacidad de
regeneracion tisular (Powers et al., 2011; Kozakowska et al., 2015).

Si bien se ha descrito ampliamente la relacion que tiene la obesidad por dieta alta en grasas con el
dafio a musculo esquelético, poco se sabe acerca del efecto que puede tener la programacion fetal
inducida por una dieta materna alta en grasas, aunado a un estimulo de dieta alta en grasas en la
vida posnatal. Ciertos grupos de investigacion han demostraron en un modelo de obesidad materna
inducida por dieta alta en grasas en ratas, que la progenie de madres con obesidad méas una dieta
posnatal alta en grasas tenia un mayor peso corporal que las ratas provenientes de madres control
y alimentadas con dieta alta en grasas en la vida posnatal Unicamente (Parente et al, 2008; Li et al.,
2017; Hsu et al., 2020); igualmente este doble estimulo ocasionaba una mayor tasa de ganancia de
peso (Hsu et al., 2020). Estos resultados demuestran que la programacion fetal inducida por
obesidad materna podria predisponer a la progenie a un aumento de peso corporal mas pronunciado
al enfrentarse a un reto de dieta alta en grasas en la vida posnatal. También se ha demostrado un
aumento en el porcentaje de tejido adiposo retroperitoneal y epididimal en los animales con doble
estimulo (Glastras et al., 2017), asi como un aumento en el area de los adipocitos (Parente et al.,
2008), indicando que la dieta alta en grasas potencializa los efectos del antecedente de obesidad
materna.

Por otra parte, se ha demostrado una interaccion entre la obesidad materna y la dieta alta en grasas
en la vida posnatal en cuanto al metabolismo de carbohidratos, al describir un aumento significativo
en la glucosa sérica en ayuno y tras una prueba de tolerancia a la glucosa en los animales con doble
estimulo en comparacion de aquellos con un solo estimulo, ya sea antecedente de obesidad materna

o dieta alta en grasas posnatal (Parente et al., 2008; Li et al., 2017; Glastras et al., 2017; Hsu et al.,
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2020), indicando que la exposicion previa a un ambiente obesogeénico in Utero, acompariado de una
dieta posnatal alta en grasas, induce cierto grado de resistencia a la insulina. En otros parametros
metabolicos, también se ha demostrado una interaccion entre la obesidad materna y la dieta alta en
grasas posnatal, en el aumento de las cifras de tension arterial (Parente et al., 2008), y un aumento
en los niveles de colesterol plasmatico (Tain et al., 2017a). Lo que no se ha descrito hasta ahora,
es si la adicion de estos dos estimulos deletéreos puede inducir alteraciones en otros tejidos
involucrados con el metabolismo energético, como lo es el musculo esquelético, y si éstas pueden

ser de mayor magnitud que aquellas inducidas por la presencia de un so6lo estimulo.

3.4. Atrofia muscular

El musculo esquelético es un tejido con alta plasticidad, que sufre procesos de remodelacion
constantes y es responsable de la mayor parte de la captacion de la glucosa a nivel sistémico. La
composicién del muasculo esquelético es heterogénea y se divide a grandes rasgos en fibras de tipo
I (contraccion lenta/oxidativa) y fibras de tipo Il (contraccion rapida/glucolitica), las cuales difieren
en su distribucion, propiedades contractiles y vias metabolicas preferencialmente utilizadas: Las
fibras de tipo Il se dividen en fibras 1A, 1B y 11X, y se ha descrito que esta categorizacion depende
del patron de expresion de las isoformas de las cadenas pesadas de miosina (Rubinstein y Kelly,
2004; Schiaffino y Reggiani, 2011; Mukund y Subramaniam, 2019). Histologicamente, las fibras
de tipo | estan altamente vascularizadas y contienen mitocondrias y mioglobina en abundancia,
exhiben poca actividad glucolitica, son mas resistentes a la fatiga y pueden contraerse durante
periodos largos de tiempo. Por otra parte, las fibras de tipo Il poseen un tiempo de contraccion
rapida con actividad anaerdbica en rafaga; sin embargo, los tres subtipos de fibras de tipo Il varian

tanto en velocidad contractil como en generacion de fuerza, siendo las fibras IIA mas similares a
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las de contraccion lenta, pues poseen abundante mioglobina y dependen mas del metabolismo
oxidativo (Mukund y Subramaniam, 2019).

De igual manera, las fibras de contraccion lenta y réapida, difieren en su cinética de calcio y
actividad de contraccion; las fibras de tipo Il tienen una contraccion rapida del sarcomero gracias
a la generacion rapida y transitoria de pulsos de Ca2+ y poseen una poderosa maquinaria contractil
gracias a las diferentes isoformas de miosina (MHC2 en las fibras 1A, MHC4 en las 1IB y MHCL1
en las fibras 11X, respectivamente) que permite una rapida velocidad de acortamiento sarcomérica
y una mayor potencia mecénica. Las fibras lentas se contraen mucho més lentamente, generando
menos potencia mecanica con un menor gasto de ATP (Reggiani y Te Kronnie, 2006; Mukund y
Subramaniam, 2019).

Dadas las diferencias metabolicas entre los tipos de fibras musculares, la distribucion de los tipos
de fibras dentro de los grupos musculares puede variar por factores ambientales, como la actividad
fisica y la dieta; y por factores bioldgicos, como la edad y la genética (Mukund y Subramaniam,
2019; Damer et al., 2022). De manera especifica para el caso de la obesidad, se ha estudiado que
los individuos con obesidad tienen una mayor proporcion de fibras musculares rapidas/glucoliticas,
a comparacion de los individuos con peso normal (Damer et al., 2022). De manera particular,
Zhang y colaboradores (2024), describieron que la obesidad causa una disminucién en la
proporcidn de fibras oxidativas; y de manera interesante, también describieron que en musculos
predominantemente glucoliticos, la obesidad causa un aumento en genes involucrados con el
proceso de atrofia muscular e inflamacion, no asi en tejido muscular predominantemente oxidativo,
indicando la vulnerabilidad de las fibras glucoliticas a los efectos deletéreos de la obesidad (Zhang
etal., 2024).

Ciertas evidencias que muestran el efecto adverso de la obesidad sobre el tejido muscular proponen

un modelo de desregulacién del musculo esquelético con un posterior desarrollo de atrofia
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muscular, en el cual aumentan los procesos catabolicos y disminuyen los procesos anabdlicos para
la generacion de nuevas proteinas musculares, ocasionando una disminucion en la tasa de
reparacion del musculo, asi como pérdida de funcion y cambios en su morfologia. También se ha
mostrado que, en estos procesos de atrofia muscular asociado a alteraciones metabdlicas y
condiciones inflamatorias, destacan un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno,
dafio mitocondrial y la generacion de un ambiente proinflamatorio muscular, en el cual se observa
un incremento de diversas citocinas proinflamatorias, capaces de desencadenar cascadas de
sefializacion especificas (Johnson et al., 2013; Schiaffino et al., 2013).

Se ha descrito que la masa muscular es dependiente del balance de los estimulos anabolicos y los
estimulos catabolicos en el tejido. La via de sefializacion mediada por PI3K-Akt se ha mostrado
como pieza clave en la regulacion de los estimulos anabdlicos, mientras que las cascadas de
sefializacion inducidas por citocinas proinflamatorias se han posicionado como aquéllas
involucradas en la degradacion de proteinas musculares (Sishi et al., 2011).

La via de sefializacion medida por PI3K-Akt comienza con el factor de crecimiento IGF1 (Fig. 5),
el cual ha sido descrito como un agente inductor de la hipertrofia muscular, incrementando la masa
muscular a través de la estimulacion de esta via y la subsecuente activacion de multiples proteinas
requeridas para la sintesis de proteinas musculares, induciendo un aumento en el tamafio del
miotubo (Adams y McCue, 1998; Bark et al., 1998; Pelosi et al., 2007). Ademas, parece poseer
otras funciones de activacion enzimatica y aumento de los productos de la glucdlisis anaerobia
(Bark et al.,, 1998). Como factor de crecimiento, estimula tanto la proliferacion como la
diferenciacion de células musculares (Engert et al., 1996; Florini et al., 1996) e induce la
proliferacion de las células satélite (Chakravarthy y Booth, 2000) asi como la diferenciacion de las

mismas por induccion de la expresion de miogenina (Florini et al; 1996; Philippou et al., 2007).
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La sefializacion via IGF1 es mediada por la union de este ligando con su receptor IGF1R, lo que
induce la transfosforilacion del receptor dimérico, creando un sitio de union fosforilado para el
reclutamiento del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1). La activacién de IRS1 mediante
fosforilacion es capaz de activar a PI3K que a su vez generara PIP3 con la subsecuente activacion
de Akt mediada por la fosforilacion a cargo de PDK1 en su residuo T308; de igual manera Akt
puede verse activada por TORC2 en un ciclo de retroalimentacion positiva en la serina 473
(Ser473) (Egerman y Glass, 2014).

La activacion de PI3K/Akt(Fig. 5) permite la activacion de mTOR, quien existe en dos diferentes
complejos: TORCL1 asociada a su proteina reguladora RAPTOR, y TORC2 unida a la proteina
RICTOR. TORC2 tiene la funcidn de fosforilar a Akt en la serina 473 como parte de un ciclo de
retroalimentacion positivo como se ha mencionado anteriormente. TORCL1 ejerce un efecto
positivo sobre la generacion de proteinas musculares a traves de la activacion de la cinasa de p70S6
(p70S6K), molécula necesaria para que las fibras musculares alcancen su tamafio normal. Este
fendmeno ha sido descrito en modelos in vivo, en los cuales, la ausencia de este gen produce células
musculares de menor tamafio (Bodine et al., 2001a; Glass 2005; Ohanna et al., 2005; Egerman y
Glass, 2014).

Ademas de las vias antes descritas para Akt, también se ha encontrado que su activacion induce la
inhibicion del factor de trascripcion FOXO (Fig. 5) mediante su fosforilacién, impidiendo su
translocacion al nicleo. Si FOXO se localiza en el nucleo, es capaz de sobrerregular la
transcripcion de las ubiquitinas ligasas MURF1 y MAFbx. De manera especifica se ha visto que la
activacion de FOXO1 o FOXO3 resulta en la induccion de atrofia muscular (Kamei et al., 2004;
Sandri et al., 2004; Glass, 2005).

Durante el proceso de atrofia muscular, se observa una estimulacion de la prote6lisis, que se debe

en gran medida a la activacion de la via ubiquitina-proteosoma. Esta via de sefializacién marca
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proteinas especificas para su degradacion e involucra la accion las ligasas de ubiquitina (E3), las
cuales son los componentes que dan especificidad al sistema de degradacion. De manera particular,
hay dos proteinas ligasas de ubiquitina que se han mostrado involucradas en la degradacion de
proteinas miofibrilares, las cuales son MAFbx y MURFL1 (Fig. 5). Se ha descrito que la expresion
de MURF1 y MAFbx es estimulada cuando hay una denervacion del mdsculo, ocasionando
parélisis y atrofia muscular severa. También se ha encontrado una sobrexpresion de estos genes
tras la inmovilizacion del mdsculo, la atrofia inducida por sepsis o el tratamiento con
glucocorticoides, fendbmenos causantes de atrofia muscular (Bodine et al., 2001b; Glass, 2005).
MURF1 es una proteina que posee 3 dominios: un dominio dedos de zinc RING el cual tiene la
actividad de ubiquitina ligasa, un dominio hélice superenrollada que participa en la formacion de
heterodimeros entre MURF1 y MURF2, y una caja B que participa en la formacion de
homodimeros. MURFL1 se localiza en el sarcomero, se une a la proteina titina en la linea M, asi
como a la cadena pesada de miosina y puede ubiquitinizarla. También se ha informado que induce
la ubiquitinaizacion de la forma cardiaca de troponina | y la degradacion de la cadena ligera de
miosina y la proteina C de union a miosina. Como otra de sus funciones, se ha demostrado que
MURF1 puede encontrarse en el nucleo celular, interactuando con elementos reguladores de la
trascripcién como GMEB-1, lo que sugiere una funcién como regulador de la transcripcion (Bodine
et al., 2001b; Glass, 2005, Egerman y Glass, 2014).

MAFbx contiene un dominio caja F que es capaz de unirse al sustrato unicamente después de que
éste ha sido modificado postraduccionalmente, esto sugiere que la via de degradacion mediada por
MAFbx, necesita un estimulo previo de fosforilacion para que el sustrato pueda ser degradado por
esta ubiquitina ligasa. Uno de los sustratos sugeridos de MAFbx es MyoD y calcineurina. Ademas,
se ha descrito que puede actuar sobre el factor iniciador de la transcripcion elF3-f induciendo su

degradacion y posterior contribucion a la inhibicion de la transcripcién. En estudios in vivo, se ha
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demostrado que ratones dobles KO para MURF1 y/o MAFbx son fenotipicamente normales, pero
bajo condiciones que promueven la atrofia muscular, hay una menor pérdida de masa muscular en
comparacion de los ratones control. Estos resultados sugieren que la inhibicion de determinadas
ubiquitina ligasas puede modular la proporcion de masa muscular que se pierde bajo estimulos de

atrofia muscular (Bodine et al., 2001b; Glass, 2005, Egerman y Glass, 2014).
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Fig. 5. Mecanismos de anabolismo y catabolismo frente a estimulos externos en el musculo
esquelético. Abreviaciones: TNFa (factor de necrosis tumoral alpha), IGF1 (factor de crecimiento
insulinico tipo 1), IRS1 (sustrato del receptor de insulina 1), PI3K (fosfoinositol 3-cinasa), PIP3
(fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato), AKT (proteina cinasa B), mTOR (diana de rapamicina en
células de mamifero), p70S6K (proteina cinasa ribosdmica S6 beta-1), NF-xB (factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas), MURF1 (ubiquitina ligasa
muscular E3 con dominio de dedos de zinc RING), MAFbx (ubiquitina ligasa muscular E3 con
caja F), FOXO (factor de transcripcién Forkhead O1) (tomado de Sishi et al., 2011).
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Por otra parte, la obesidad ocasiona una inflamacién cronica de bajo grado, asi como una elevacién
de TNFa, el cual juega un papel critico en la atrofia del mdsculo esquelético. EI mecanismo de
accion de TNFa estd mediado por sus receptores TNF-R1 Y TNF-R2 (Fig. 5), y desencadena la
activacion subsecuente de NF-«kB. La activacion de este factor esta regulada por IKK, la cual
fosforila a IxB, ocasionando su degradacion via proteosoma, lo que resulta en la activacion de NF-
kB. Este factor de transcripcion induce la sobrerregulacion transcripcional de la ubiquitina ligasa
MURF1, descrita como inductora de la degradacion de multiples proteinas musculares. Por otra
parte, la ubiquitina ligasa MAFbx, se sobrerregula por la via de sefializacion de la proteina quinasa
activada por mitogenos p38 (MAPK), llevando de igual manera a la degradacion de proteinas
musculares (Sishi et al., 2011).

Estas hipotesis que postulan la desregulacion de vias de sefializacion catabdlicas y anabdlicas han
sido demostradas en diversos estudios. El ejemplo mas claro es el modelo murino de obesidad
inducida por dieta elaborado por Sishi y colaboradores (2011), en el cual observaron que el grupo
de animales obesos presentaba una reduccion significativa del area transversal de la fibra muscular
del musculo gastrocnemio, ademas de un incremento significativo de los receptores para TNFa
(TNFR1 y TNFR2). Rio abajo de esta cascada de sefializacién encontraron un incremento
significativo en la fosforilacion NF-kB asi como la induccidn de la ubiquitina ligasa MURF1. Por
otro lado, en cuanto a la via inductora del anabolismo de proteinas celulares, el grupo de animales
obesos mostré una reduccion significativa en la fosforilacion de Akt, mTOR y el factor de
transcripcion FOXO (Sishi et al., 2011).

En referencia a la participacion de la acumulacion de lipidos en la atrofia muscular, se ha descrito
que la acumulacién intracelular de acidos grasos en tejido muscular puede llevar a un deterioro

apoptotico del masculo. También, esta acumulacion de lipidos en musculo esquelético en forma de
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triacilgliceroles y sus derivados como diacilgicerol, acil-CoA de cadena larga y ceramidas, se han
asociado con una mayor insensibilidad a la insulina. Estas moléculas parecen actuar de manera
directa o indirecta con proteinas involucradas en la cascada de sefializacion de la insulina
Ilevandola a su desregulacion (Consitt et al., 2009).

Finalmente, resulta de relevancia mencionar que, en la obesidad se ha descrito un bloqueo en la
translocacion a la membrana del receptor a glucosa GLUT4, disminuyendo la capacidad de las
células musculares de obtener glucosa plasmatica. Esto parece llevar al uso preferente de los lipidos
acumulados intracelularmente como fuente de energia, de manera general, este fendmeno aumenta
los procesos oxidativos dentro de las células musculares llevando a una desregulacion metabdlica
y posterior pérdida de funcion muscular (Goodpaster et al., 2001; Kusminski et al., 2009).

El fendbmeno de degradacion muscular asociado a la obesidad y al sobrepeso, se ha posicionado
como una condicion de relevancia clinica dada las implicaciones que tiene en la calidad de vida de
los pacientes. Las vias de sefializacion mediadas en inicio por Akt parecen ser ejes importantes en
la regulacion de la sintesis de proteinas musculares, asi como la degradacion de componentes del
aparato muscular. Con la presente evidencia, resulta de relevancia, por una parte, determinar los
cambios tanto a nivel de ARNm como de proteina, de los genes participantes en estas cascadas de
sefializacion durante la condicion de obesidad asociada a atrofia muscular, asi como estudiar
moléculas capaces de modular las vias de activacion en crias de madres con dieta alta en grasa y

con o sin dieta postnatal alta en grasa también.

3.5. Células satélite y diferenciacién de musculo esquelético.

La regeneracion del musculo esquelético es un proceso orquestado con la contribucién de distintos
elementos como factores de transcripcion especificos de musculo esquelético, células satélites,

células troncales, factores troficos y matriz extracelular. La regeneracion es un proceso altamente
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sincronizado que involucra la activacion de diversas respuestas celulares y moleculares, en la cual
existe un delicado equilibrio entre el proceso de inflamacion y el de reparacion (Chargé y Rudnicki,
2004). Ademas de lo ya mencionado en referencia a la desregulacion de cascadas de sefializacion
involucradas en la generacién y degradacion de proteinas musculares, la obesidad es capaz de
interferir con el proceso de diferenciacion del masculo esquelético. El tejido muscular adulto tiene
un proceso de diferenciacion particular, en el cual, en respuesta a sefiales del ambiente circundante,
las células musculares troncales quiescentes, también Ilamadas células satélite, se activan y
comienzan un proceso de proliferacion. Esta inicial division asimétrica ayuda a mantener el
reservorio de células satélite y dar lugar a células miogénicas que posteriormente se convertiran en
mioblastos e iniciaran el proceso de diferenciacion celular (Perdiguero et al., 2009). Las células
satélites se localizan en la periferia de la fibra muscular, en la ld&mina basal que rodea a las
miofibrillas individuales; se consideran células mononucleares indiferenciadas e histolégicamente
poseen abundante citoplasma con pocos organelos, un ndcleo pequefio y grandes cantidades de
heterocromatina (Chargé y Rudnicki, 2004). EI proceso de activacion de las células satélite
involucra la presencia de factores de transcripcion especificos de musculo esquelético llamados
MRFs, incluyen MRF4, miogenina, MyoD y Myf5 (Pavlath et al., 2003; Karalaki et al., 2009).

Existen muchas sefiales ambientales que pueden activar a las células satélite, por ejemplo,
moléculas de adhesion, factores de crecimiento y citocinas; las cuales pueden provenir del tejido
circundante, compuesto por fibroblastos, células intersticiales, macréfagos residentes, células
endoteliales, pericitos y mesangioblastos. Estas sefiales extracelulares se transmiten a través de
cascadas de sefializacion, entre las que destacan la via de las MAPK y p38y la via IGF1-Akt. Estas
cascadas de sefializacion pueden regular a la baja la expresién de genes relacionados con el estado
de quiescencia y activar la expresion de factores reguladores especificos para la diferenciacion

muscular antes mencionados (Perdiguero et al., 2009).
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El factor de transcripcion Pax7, es caracteristico de las células satélite, mientras que los factores
de transcripcion MyoD y Myf5 se expresan en mioblastos indiferenciados en proliferacion.
Después de un dafio a la fibra muscular, las células satélites activadas, coexpresan Pax7 y MyoD,
y tras cierto numero de rondas de proliferacion, algunas de ellas regulan a la baja Pax7,
manteniendo la expresién de MyoD; son estas células las que proceden a diferenciarse en
mioblastos, mientras que las células Pax7+/MyoD- son aquéllas que se mantienen quiescentes o
con proliferaciéon mas disminuida (Zammit et al., 2004). La miogenina y el MRF4 se expresan
posteriormente, en una etapa temprana y tardia de diferenciacion, respectivamente. Se ha
demostrado que Myf5 es un gen diana de Pax7 en células satélite tras su activacion. Posteriormente,
las celulas satélites activadas expresan Pax7 y Myf5, lo que regula al alta la expresion de MyoD,
llevando a las células a un estado pro proliferativo (Perdiguero et al., 2009).

Las celulas satélites estan limitadas por un ambiente fisiolégico complejo, el cual esta alterado en
condiciones de obesidad (D’Souza et al., 2015); también se ha mostrado que la presencia de
macrdfagos infiltrantes de tejido puede conducir a una disminucion en la capacidad de
diferenciacion de las células satélite (Tidball et al., 2010). Por otra parte, en el contexto de obesidad,
hay menos fibras oxidativas, y mas fibras glucoliticas (Pattanakuhar et al., 2017); las fibras
oxidativas se caracterizan por mayor densidad de células satélite, por lo que los individuos con
obesidad podrian tener una disminucion en el nimero de células satélite también (Karalaki et al.,

2009).

3.6. (-)-epicatequina y musculo esquelético

A lo largo de las ultimas décadas, se han investigado numerosas intervenciones para tratar y
prevenir el desarrollo de la obesidad; algunos estudios han descrito el uso de flavonoides presentes

en alimentos de origen natural como moléculas capaces de prevenir diversos trastornos
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metabdlicos, incluida la obesidad. Uno de estos flavonoides es la (-) - epicatequina (Epi), molécula
abundante en diversos alimentos como la hoja de té verde y el cacao, la cual ha mostrado efectos
beneficiosos sobre algunos pardmetros metabdlicos observados en la obesidad (Heiss et al., 2003;
Meydani y Hasan, 2010).

La (-) -epicatequina es un estereoisdmero de la catenina que pertenece al grupo de los flavonoides
(flavan-3-ols) que se encuentran en mayor concentracion en los granos de cacao. En referencia a
sus parametros metabdlicos, se ha determinado que tras la ingesta, la (-)-epicatequina entra a la
circulacién sanguinea como metabolitos de fase Il (glucurdnidos, sulfatos y metilos), los
metabolitos principales de esta molécula son los metabolitos estructuralmente relacionados con la
(-)-epicatequina (SREMs por sus siglas en inglés) y los metabolitos de fision de anillos 5C (5C-
RFMs por sus siglas en inglés). Se han realizados diversos estudios para determinar su porcentaje
de absorcion, asi como sus metabolitos en el organismo, encontrando resultados similares, aunque
con diferencias menores en la identificacion total de sus metabolitos de menor proporcion. El grupo
de investigacion de Ottaviani y colaboradores (2012), determiné los parametros metabdlicos de la
(-)-epicatequina, tras la ingestion de una bebida a basa de cacao con 476 umol de (-)-epicatequina
y 66 umol de (+)-catequina. En primera instancia se identificaron los SREMs con una
concentracion maxima a las 2 h tras la ingesta de la bebida, lo que es indicativo de su absorcion en
intestino delgado. El principal SREM detectado fue (-)-epicatequina-3"-O-glucurénido; en
concentraciones mas bajas se detectd 4" -O-metilepicatequina-7-O-glucuroénido. El principal SREM
sulfatado es (-)-epicatequina-3"-sulfato, con deteccién mas baja de (-)-epicatequina-5-sulfato y (-
)-epicatequina-7-sulfato. Otro estudio (Actis-Goretta et al., 2012) evalu6 la ingesta de chocolate
amargo con 241 pumol de (-)-epicatequina y 90 pumol de (+)-catequina, identificando de igual
manera que los principales SREMs detectados son (-)-epicatequina-3"-O-glucurénido y (-)-

epicatequina-3”-sulfato, con variaciones en el tiempo para alcanzar su concentracién maxima (3 h).
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Estudios posteriores con [2-1*C] (-) -epicatequina radiomarcada y estereoquimicamente pura han
determinado de manera precisa su metabolismo en humanos (Ottaviani et al., 2016). En términos
generales se determind que los SREMs entran rapidamente en el sistema circulatorio a través del
intestino delgado, y a medida que estos son excretados a través de los rifiones, son reemplazados
gradualmente por los 5C-RFM vy el 4cido 3- hidracilico, los cuales se absorben en regiones
posteriores del tracto gastrointestinal, en el colon; ademas, comienzan a identificarse acidos
hiparicos de origen hepético. La mayor parte de la conversion se lleva a cabo en el enterocito antes
de su paso al sistema circulatorio; y tras su absorcion, la molécula tiene metabolismo hepatico. En
total se ha evidenciado que cerca del 89% de la ingesta de epicatequina se identifica como
metabolitos de excrecion urinaria (Ottaviani et al., 2016; Borges et al., 2018).

Sin embargo, se ha identificado que el metabolismo de la (-)-epicatequina difiere entre humanos y
en otras especies animales. Borges y colaboradores (2018) determinaron los metabolitos de
[**C]epicatequina en ratas, encontrando diferencias entre los perfiles de SREMs y 5C-RMFs entre
estos animales y los humanos. Mientras que en humanos los principales SREM plasmaticos son (-
)-epicatequina-3"-O-glucuronido y (-)-epicatequina-3”-sulfato, ninguno de estos metabolitos se
detecto en ratas, donde los principales SREMs son 3"-O-metil-(-)-epicatequina, (-)-epicatequina-
5-O-glucuronido y 3"-O-metil-(-)-epicatequina-5-O-glucuronido. Ademas, en ratas, a diferencia de
los humanos, la Epi [**C] no metabolizada se encuentra en plasma y orina (Borges et al., 2016;
Ottaviani et al., 2016; Borges et al., 2018).

Como se ha mencionado anteriormente, la Epi se ha descrito como un polifenol capaz de modular
algunas vias involucradas en afectaciones clinicas relacionadas a la obesidad. Ademas, se ha
publicado que reduce el riesgo cardiovascular y promueve la proliferacién osteogénica,
diferenciacion y mineralizacion. De manera particular, se ha visto que es capaz de modular el efecto

de las especies reactivas de oxigeno en los tejidos, ya sea por su reaccion directa con ellas o a través
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de la interaccion con sus vias de sintesis. También se ha visto que Epi es capaz de inhibir la
expresion de iNOS inducida por IL-1, al bloguear la localizacion nuclear de la subunidad p65 del
factor de transcripcién NF-xB (Heiss et al., 2003; Meydani y Hasan, 2010; Shay et al., 2015).

En referencia al papel de la Epi en el musculo esquelético, se ha informado que el tratamiento con
este flavonoide, en ratones jovenes, ocasiona una mejora significativa en la capacidad oxidativa y
la angiogénesis del musculo esquelético. Gutiérrez-Salmean y colaboradores (2014) examinaron
los efectos de la administracion de Epi en un modelo murino de ratones jévenes (6 meses) y viejos
(26 meses), encontrando que el tratamiento con Epi es capaz de disminuir en un 15% y 21% los
niveles de miostatina en ratones jovenes y viejos respectivamente. Ademas, se demostré un
incremento de los factores miogénicos MEF2, Myf5 y miogenina tanto en ratones jovenes como
viejos, asi como un aumento del 19% en MyoD en ratones viejos (Gutiérrez-Salmean et al., 2014).
En modelos humanos se ha visto que un tratamiento corto, de 7 dias con Epi, es capaz de aumentar
la fuerza muscular en mano hasta un 7%, asi como inducir un incremento significativo de hasta
16.6% en los niveles de folistatina/miostatina. La miostatina ha sido reconocida como un inhibidor
del crecimiento muscular y se han encontrado niveles incrementados en enfermedades asociadas a
desgaste muscular. De manera paralela, se ha encontrado que la folistatina inhibe la actividad de la
miostatina al unirse a esta molécula e interferir con su union al receptor (Gutiérrez-Salmean et al.,
2014).

Por otra parte, Lee y colaboradores (2017) han demostrado que la Epi promueve la diferenciacion
miogénica in vitro, mostrando que el tratamiento de mioblastos con Epi, potencializa la expresion
de MHC, MyoD y miogenina de manera dosis dependiente. Ademas, este tratamiento con Epi
induce la formacion de miotubos mas grandes, con mas nucleos, reduciendo la proporcion de

miocitos mononucleares, y elevando la proporcion de miotubos polinucleares (Lee et al., 2017).
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En referencia a sus mecanismos moleculares, se ha descrito que Epi potencializa la activacion de
MyoD vy la diferenciacién de mioblastos a través de la activacion de cascadas de sefializacion
promiogénicas, p38MAPK y Akt, incrementando los niveles de pp38 y pAkt de manera dosis

dependiente (Lee et al., 2017).
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4. ANTECEDENTES
El modelo de obesidad materna inducida por dieta sobre el cual se desarrollé el proyecto ha sido
descrito abundantemente en la Ultima década por el grupo de investigacion de la Dra. Elena
Zambrano en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn. Se ha
descrito que la dieta materna alta en grasas es capaz de inducir alteraciones metabdlicas y
fenotipicas propias de la obesidad (Rodriguez-Gonzélez et al., 2022) y, de manera subsecuente,
este antecedente de obesidad materna, induce cambios en la progenie, como un aumento de
adiposidad, aumento de acumulacion de tejido adiposo, alteraciones en parametros bioquimicos
relacionados al metabolismo energético, como un aumento de insulina plasmatica y triacil
gliceroles, ademés de alteraciones en enzimas hepaticas (Rodriguez-Gonzalez et al., 2019), de
manera interesante, estos cambios son dependientes de la edad de los animales, algunos de ellos
presentandose en etapas mas tempranas (dia 36 de la vida posnatal) y otros en etapas avanzadas de
la vida posnatal (dia 650 de la vida posnatal). Por otra parte, la relacion que existe entre la Epi y la
obesidad en un contexto de programacion fetal inducida por obesidad materna surge de los
resultados publicados por el grupo de investigacion bajo la direccién de la Dra. Canto Cetina en la
Unidad de Investigacion en Obesidad de la Facultad de Medicina, UNAM. En este grupo de
investigacion, se ha demostrado que la obesidad materna inducida por dieta alta en grasas, en un
modelo murino de ratas Wistar de 245 dias de vida posnatal, induce alteraciones metabdlicas en la
progenie, aln bajo una dieta control en la vida posnatal (De los Santos et al., 2020); estos animales
presentan un incremento en los niveles de insulina y el indice HOMA-IR, asi como una
concentracion elevada en suero de triacilglicéridos y leptina. Ademas, se ha trabajado este modelo
con un tratamiento posnatal de Epi durante 15 dias, a partir del dia 230 de vida posnatal, y se ha
demostrado que la administracion del flavonoide ocasiona una disminucién en todos los indices

antes mencionados en las ratas F1, resultados que demuestran los posibles efectos benéficos de este
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flavonoide en el desarrollo de la obesidad y complicaciones en otros tejidos (De los Santos et al.,
2020).

Ademas de estos parametros bioquimicos, se ha demostrado que, a esta edad, la progenie de madres
obesas, aun cuando no presentan un aumento de peso corporal, tienen un indice de adiposidad
elevado en comparacién de los controles, y que el tratamiento con Epi es capaz de disminuir de
manera significativa esta adiposidad (Fig. 6) (De los Santos et al., 2020). Al determinar los
depositos de grasa visceral, se demostré que las crias de madres obesas presentan una mayor
cantidad de grasa visceral en distintos depdsitos, y al igual que lo observado en los pardmetros
bioquimicos, el tratamiento con Epi ocasiona una disminucion en la acumulacion de la grasa
visceral (Fig. 7) (De los Santos et al., 2020). Al analizar de manera particular las caracteristicas
morfoldgicas los adipocitos, se demostro que la progenie de madres obesas presenta un incremento
en el tamafio y nimero de adipocitos. Nuevamente, el tratamiento con Epi reduce el nimero de

adipocitos y su tamafo (Fig. 8) (De los Santos et al., 2020).
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Fig. 6. Indice de adiposidad en los grupos de experimentacion al dia 245 posnatal (F1). Los
descendientes de madres con obesidad muestran un aumento del indice de adiposidad, mientras
que el tratamiento durante 15 dias con Epi reduce este parametro. a p < 0.01 vs Ctr; b p < 0.01 vs
Ctr + Epi; c p<0.05 vs Ctr + Epi; d p < 0.01 vs MO (tomado De los Santos et al., 2020).
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Grupos descendientes de madres control (Ctr), descendientes de madres control con tratamiento
posnatal con Epi durante 15 dias (Ctr + Epi), descendientes de madres con obesidad (MO),
descendientes de madres con obesidad con tratamiento posnatal con Epi durante 15 dias. Los
resultados estan expresados como media + desviacion estandar. Se utiliz6 ANOVA de una via 'y

prueba de comparaciones multiples Tukey. n = 8 ratas para cada grupo experimental.
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Fig. 7. Pesos de diferentes depdsitos de grasa en los grupos de experimentacion al dia 245 posnatal
(F1) A. Grasa retroperitoneal B. Grasa gonadal C. Grasa mesentérica y D. Grasa pancreética. Los
descendientes de madres con obesidad presentan un aumento en el peso de diversos depdsitos de

grasa, mientras que la administracion de Epi durante 15 dias disminuye el peso de estos depdsitos.
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ap<0.01vsCtr; bp<0.01vs Ctr + Epi; cp<0.01 vs MO; d p < 0.05 vs Ctr (tomado De los
Santos et al., 2020).

Grupos descendientes de madres control (Ctr), descendientes de madres control con tratamiento
posnatal con Epi durante 15 dias (Ctr + Epi), descendientes de madres con obesidad (MO),
descendientes de madres con obesidad con tratamiento posnatal con Epi durante 15 dias. Los
resultados estan expresados como media + desviacion estandar. Se utiliz6 ANOVA de una via 'y

prueba de comparaciones multiples Tukey. n = 8 ratas para cada grupo experimental.
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Fig. 8. Caracteristicas del tejido adiposo de los grupos de experimentacion al dia 245 posnatal (F1).
Comparacion del tamafio de los adipocitos. Los adipocitos de la progenie de madres con obesidad
presentan un aumento en su tamario, el tratamiento con Epi durante 15 dias disminuye el tamafio
de los adipocitos. ap < 0.01 vs Ctr; b p < 0.01 vs Ctr + Epi; ¢ p < 0.01 vs MO (De los Santos et al.,
2020).

Grupos descendientes de madres control (Ctr), descendientes de madres control con tratamiento
posnatal con Epi durante 15 dias (Ctr + Epi), descendientes de madres con obesidad (MO),
descendientes de madres con obesidad con tratamiento posnatal con Epi durante 15 dias. Los
resultados estan expresados como media + desviacion estandar. Los resultados estan expresados
como mediana  rango. Se utilizé la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis y la prueba post hoc

Conover. n = 1200 células por cada grupo experimental. n = 8 ratas para cada grupo experimental.
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Derivado de estos resultados con animales a 245 dias de vida posnatal, se comenzo a trabajar con
un modelo més joven de ratas, de 110 dias de vida posnatal, considerando un grupo de progenie de
madres control (C), un grupo de progenie de madres con obesidad (MO), y ambos grupos con dos
duraciones de tratamiento con (-)-epicatequina (durante 15y 90 dias) (C +Epi corto, C + Epi largo,
MO + Epi corto, MO + Epi largo) (Fig. 9). A esta edad, se describi6 que la progenie de madres con
obesidad (MO) presenta un aumento en el porcentaje de masa grasa total y una disminucion en el
porcentaje de masa magra, sin presentar cambios en el peso corporal total, en comparacion con el
grupo control (C). Por otra parte, el tratamiento durante 90 dias con el flavonoide Epi es capaz de
reducir el peso corporal y porcentaje de masa grasa y aumentar el porcentaje de masa magra en la
progenie de madres con obesidad (MO vs. MO + Epi largo) (Fig. 9) (De los Santos et al., 2019).
Es interesante notar que estas diferencias de composicion corporal, no se reportaron como
secundaria a cambios en el consumo de alimento, dado que el consumo de la dieta correspondiente
fue similar en todos los grupos experimentales, incluyendo aquellos con tratamiento con el
flavonoide (De los Santos et al., 2019). Estos resultados parecen indicar un papel fundamental de
la programacion fetal inducida por obesidad materna en la pérdida de masa muscular; mientras que
la Epi parece tener un papel en la recuperacion de esta sintesis proteica. Sin embargo, ain no se
conocen los mecanismos mediante los cuales ocurre este fendbmeno, razon por la cual se decidio
explorar los cambios en tejido musculoesquelético en este modelo.

De manera paralela, se comenzé a investigar el papel de la adicion de dos estimulos obesogénicos
(dieta materna y posnatal alta en grasas), y se ha reportado que, la dieta posnatal alta en grasas
administrada desde el dia 21 hasta el dia 110 de vida posnatal, es capaz de ocasionar un cuadro de
obesidad caracterizado por un aumento en el peso corporal, aumento de grasa total e indice de
adiposidad tanto en los animales provenientes de madres control (CHFD) como en los provenientes

de madres con obesidad (MOHFD) cuando se comparan con sus respectivos grupos controles (C y
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MO respectivamente) (De los Santos et al., 2022). Y al igual que lo observado anteriormente, el
tratamiento con Epi durante 15 dias fue capaz de disminuir el peso corporal de los animales CHFD
y MOHFD (De los Santos et al., 2022), indicando que, frente a este doble estimulo deletéreo, el
tratamiento con el flavonoide también tiene un efecto sobre el peso corporal de los animales. De
manera interesante, la adicion de los dos estimulos obesogénicos, grupo MOHFD, ocasionan un
aumento en el consumo de alimento, el cual se ve disminuido con la administracion del flavonoide
(MOHFD vs. MOHF + Epi corto).

Como se mencionado anteriormente, diversos proyectos han explorado el efecto de la obesidad
materna en la progenie, sobre todo en etapas avanzadas de la vida posnatal de los animales, como
a 245, 300 o 400 dias posnatales (De los Santos, 2020; Bautista et al., 2024), sin embargo, poco se
sabe acerca de los cambios que podrian ocurrir a etapas mas tempranas de la vida posnatal, razén
por la cual resulta de interés estudiar este fenOmeno a una edad equivalente a una etapa de adultez
temprana. Nuestro grupo de investigacion ya ha publicado ciertos datos respecto al modelo en
estudio de 110 dias de vida posnatal (De los Santos et al., 2019; De los Santos et al., 2022),
evaluando las 3 variables de interés: antecedente de obesidad materna, dieta posnatal alta en grasas
y tratamiento con Epi, encontrando resultados interesantes que ponen de manifiesto la influencia
que tienen estas variables en los cambios a nivel de peso corporal, parametros metabolicos y
depdsitos de grasas. Con estos antecedentes, el presente proyecto se centra en determinar el efecto

particular de estas variables en el tejido de musculo esquelético.
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Fig. 9. Efecto de la Epi en la masa muscular de la progenie de 110 dias de vida posnatal de madres
obesas y madre control, con tratamiento corto de 2 semanas y largo de 13 semanas de Epi. La
progenie de madres con obesidad presenta una disminucion de masa magra, mientras que el
tratamiento con Epi durante 13 semanas induce un aumento en el porcentaje de masa magra. a p
<0.01 vs Ctr; ¢ p<0.01 vs MO (De los Santos et al., 2019).

Epi = (-)-epicatequina; C = Ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;
C + Epi corto = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow intervenidas
con Epi durante 2 semanas; C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta
posnatal chow intervenidas con Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de
madres obesas con dieta posnatal chow; MO + Epi corto = ratas macho descendientes de madres
obesas con dieta posnatal chow intervenidas con Epi durante 2 semanas; MO + Epi = ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow intervenidas con Epi durante 13 semanas.
Los resultados estan expresados como mediana + rango. Se utilizd la prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis seguida de una prueba de comparaciones multiples Dunn. n = 4 ratas para cada

grupo experimental.

Finalmente, en otros estudios recientes, se ha determinado un papel de Epi como modulador de la
via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR/p70S6K, en musculo cardiaco, induciendo un aumento en la
fosforilacion y activacion de esta cascada de sefiales (De los Santos et al., 2017). Lo que no se ha

descrito es si esta misma via de sefializacion, también involucrada con la sintesis de proteinas
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musculares, podria mediar los efectos de la Epi frente al dafio muscular inducido por obesidad, ya
sea por efecto de una dieta materna alta en grasas y/o una dieta posnatal obesogénica. Teniendo en
cuenta la relevancia de esta via de sefializacion en la modulacion de la sintesis de proteinas

musculares, es de interés estudiarla en el contexto de la obesidad y tras el tratamiento con el

flavonoide Epi.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

No se conoce de manera precisa si en crias F1 descendientes de madres obesas inducidas por dieta

alta en grasa, existe una desregulacién en la expresion de genes relacionados con atrofia o0 genes

relacionados con la sintesis de proteinas en el tejido musculo esquelético; y si ésta, se modifica con

una dieta posnatal alta en grasas y/o la administracion del flavonoide (-)-epicatequina, por lo que

se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

1.

¢Es diferente la expresion de genes relacionados con atrofia o de genes relacionados con la
sintesis de proteinas en el tejido masculo esquelético entre crias F1 de madres control vs. las de
madres obesas por dieta alta en grasas, siendo alimentadas desde el dia 21 hasta el 110 de vida
posnatal con dieta control?

¢Es diferente la expresion de genes relacionados con atrofia o de genes relacionados con la
sintesis de proteinas en el tejido musculo esquelético entre crias F1 de madres control vs. las de
madres obesas por dieta alta en grasas, siendo alimentadas desde el dia 21 hasta el 110 de vida
posnatal con dieta alta en grasas?

¢La administracion del flavonoide (-)-epicatequina, inducira cambios en la expresion de genes
relacionados con atrofia o de genes relacionados con la sintesis de proteinas en el tejido masculo
esquelético de crias F1 de madres control vs. las de madres obesas por dieta alta en grasas,
siendo alimentadas desde el dia 21 hasta el 110 de vida posnatal con dieta control o alta en

grasas?
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Comparar la expresion de genes relacionados con atrofia y sintesis de proteinas en tejido muscular

esquelético entre crias alimentadas con dieta control o alta en grasas e intervenidas con el

flavonoide (-)-epicatequina y descendientes de ratas Wistar controles o con obesidad inducida por

dieta alta en grasa.

6.2. Objetivos especificos

En masculo gastrocnemio, evaluar la expresion a nivel de ARNm de genes que intervienen en
la atrofia muscular [Murfl, MAFbx, NFkB] y de genes reguladores de la sintesis de proteinas
musculares [p70S6K-a], en las crias F1 alimentadas con dieta control hijas de ratas Wistar
control [grupo control (C)] y de ratas Wistar obesas por dieta alta en grasas [grupo de crias
MO alimentadas con dieta control (MO)] y ambos grupos experimentales con tratamiento con
el flavonoide (-)-epicatequina durante 13 semanas [grupo C+Epi largo y MO+Epi largo].

En musculo gastrocnemio, evaluar la expresion de las proteinas que intervienen en la atrofia
muscular [MURF, MAFbx, NFxB] y de la cinasa relacionada con la sintesis de proteinas
musculares [p70S6K-a], en las crias F1 alimentadas con dieta control hijas de ratas Wistar
control [grupo control (C)] y de ratas Wistar obesas por dieta alta en grasas [grupo de crias
MO alimentadas con dieta control (MO)] y ambos grupos experimentales con tratamiento con
el flavonoide (-)-epicatequina durante 13 semanas [grupo C+Epi largo y MO+Epi largo].

En musculo gastrocnemio, evaluar la expresion de las proteinas que intervienen en la atrofia
muscular [MURF, MAFbx, NF«B] y de la cinasa relacionada con la sintesis de proteinas

musculares [p70S6K-a], en los grupos experimentales de ratas descendientes de madres
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control con dieta posnatal alta en grasas sin Epi (CHFD), con Epi durante 13 semanas (CHFD
+ Epi), descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas sin Epi (MOHFD) y
con Epi durante 13 semanas (MOHFD + Epi).

En musculo séleo, evaluar la expresion de proteinas que intervienen en la atrofia muscular
[MURF y MAFbx] y de la cinasa relacionada con la sintesis de proteinas musculares [p70S6K-
a] en los grupos experimentales de ratas descendientes de madres control con dieta posnatal
chow sin Epi (C), intervenidas con Epi durante 13 semanas (C + Epi), descendientes de madres
obesas con dieta posnatal chow sin Epi (MO) y con Epi durante 13 semanas (MO + Epi).

En musculo séleo, evaluar la expresion de proteinas que intervienen en la atrofia muscular
[MURF y MAFbx] y de la cinasa relacionada con la sintesis de proteinas musculares [p70S6K-
a], en los grupos experimentales de ratas descendientes de madres control con dieta posnatal
alta en grasas sin Epi (CHFD), con Epi durante 13 semanas (CHFD + Epi), descendientes de
madres obesas con dieta posnatal alta en grasas sin Epi (MOHFD) y con Epi durante 13
semanas (MOHFD + Epi).

En masculo gastrocnemio y soleo, evaluar la expresion a nivel de proteina del marcador de
linaje celular [MyoD] de los 8 grupos experimentales antes mencionados: C, C + Epi, MO,

MO + Epi, CHFD, CHFD + Epi, MOHFD, MOHFD + Epi.
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7.1.

7.2.

7.3.

8.1.

7. HIPOTESIS

El antecedente de obesidad materna aumentara la expresion de genes asociados a la atrofia
musculoesquelética y disminuira la expresion de genes relacionados con la sintesis de
proteinas de musculo esquelético en las crias F1 alimentadas con dieta chow desde el dia
21 hasta el dia 110 posnatal en comparacion con las crias sin el antecedente de la obesidad
materna.

La presencia de una dieta posnatal alta en grasas aumentara la expresion de genes
asociados a la atrofia del musculo esquelético y disminuira la expresion de genes
relacionados con sintesis de proteinas musculoesqueléticas en las crias F1 alimentadas con
dieta alta en grasa desde el dia 21 hasta el dia 110 posnatal en comparacion con las crias
con una dieta posnatal control.

El tratamiento con el flavonoide (-)-epicatequina durante 13 semanas disminuira la
expresion de genes asociados a la atrofia patoldgica del masculo esquelético secundaria a
la obesidad e incrementara la expresion de genes relacionados con sintesis de proteinas de
musculo esquelético en las crias F1 alimentadas con dieta alta en grasa en comparacion

con las crias sin tratamiento con (-)-epicatequina.

8. METODOLOGIA

Modelo animal

El protocolo de investigacion sobre el modelo animal en el presente estudio fue aprobado por el
Comité de Etica en Experimentacion Animal del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) (CINVA: Ul0O-1892-17/19-1) y por el La Comisién de

Investigacion y el Comité de Etica de la Investigacion, Facultad de Medicina, Universidad
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Nacional Auténoma de México (ref. FM/DI/105/2019). Todos los procedimientos se realizaron
siguiendo los Lineamientos para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Instituto de
Recursos de Animales de Laboratorio (http://www.nal.usda.gov/awic/animal-welfare-act), y la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

La dieta chow, la dieta alta en grasas, la estandarizacion del fenotipo femenino (FO) utilizadas para
producir descendencia F1 y la intervencidn con (-)-epicatequina fueron descritas previamente por
nuestro grupo de investigacion (De los Santos et al., 2019). Brevemente, al destete (dia 21), las
ratas Wistar albinas hembras (generacién FO), fueron asignadas aleatoriamente a un grupo de
control (C, n = 4), que recibio la dieta chow de laboratorio (23.9% proteina, 5.0% grasa, 57.9%
carbohidratos, 5.1% fibra, 7.0% minerales, y 1.0% vitaminas (gramos/gramos), con un contenido
energético de 4.07 kcal/g (Purina 5001, Labdiet, St. Louis, Missouri, USA) o0 a un grupo de
obesidad materna (MO, n =4) con una dieta rica en grasas (HFD) 23.5% proteina, 20.0% grasa de
origen porcino, 5.0% grasa, 20.2% polisacaridos, 20.2% azucares simples, 5.0% fibra, 5.0%
minerales, y 1.0% vitaminas (g/g), con un contenido energético de 4.9 kcal/g, desde el destete (dia
21 posnatal) y durante la gestacion y lactancia. De manera particular, el fenotipo materno y las
alteraciones metabdlicas que poseen estos animales (generacion FO) han sido descritas en otros
articulos (Rodriguez-Gonzalez et al., 2022). Se ha evidenciado que el fenotipo materno con
obesidad utilizado como generacion FO, presenta un aumento de peso corporal desde el dia 70 de
vida posnatal, y este aumento de peso a comparacion de los animales control se mantiene elevado
durante la gestacion y la lactancia, ademas, estas ratas presentan alteraciones metabdlicas que
acomparfian a la obesidad, como un aumento de triglicéridos plasmaticos e insulina, aumento del
indice HOMA e indice de adiposidad que se mantienen a lo largo de la gestacion y la lactancia

(Rodriguez-Gonzalez et al., 2022).
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Las ocho ratas hembra FO se colocaron con reproductores macho probados en el dia 120 posnatal
y concibieron durante el siguiente ciclo. Todas las ratas Wistar hembras FO, mantuvieron la dieta
(chow o HFD) durante la gestacién y la lactancia (Fig. 10). Los contenidos de minerales y vitaminas
en las dos dietas se administraron de acuerdo con la recomendacion del Instituto Americano de
Nutricion para apoyar las fases de crecimiento, embarazo y lactancia (AIN-93G) (Reeves et al.,
1993).

Las crias F1 se destetaron el dia 21 posnatal y se alimentaron con una dieta chow o alta en grasas
(HFD) durante todo el estudio. En cuanto a los grupos de intervencién con (-)-epicatequina, se
realizd un protocolo largo de tratamiento con el flavonoide del dia 21 al 110 posnatal (13 semanas
de tratamiento Epi: protocolo largo) (Ramirez-Sanchez et al., 2014; Cheng et al., 2017; De los
Santos et al., 2017; De los Santos et al., 2018). Las crias macho recibieron vehiculo (agua) o 1
mg/kg de masa corporal de Epi (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) por sonda oral dos veces al
dia (Gutiérrez-Salmean et al., 2014; Ramirez-Sanchez et al., 2014; De los Santos et al., 2017; De
los Santos et al., 2018). La preparacion de Epi se llevo a cabo segun las instrucciones del proveedor
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.); brevemente, la solucién del flavonoide se prepar6 a una
concentracion de 12.5 mg/ml en DMSO/agua al 2 % (v/v) y luego se diluyé con agua hasta una
concentracion final de 1 mg/ml. El volumen administrado se ajust6 de acuerdo con el peso corporal
de cada animal y se ajustd con agua a un volumen final de 500 pl para su administraciéon por sonda
oral. Se seleccionaron aleatoriamente crias macho del grupo control o de obesidad materna de
diferentes camadas para los grupos con dieta posnatal control sin intervencion con Epi (C y MO),
o0 para los grupos de intervencion con (-)-epicatequina (C + Epi y MO + Epi) (Fig. 10); asi como
para los grupos con dieta alta en grasas en la vida posnatal (CHFD y MOHFD) y tratamiento con
Epi durante 13 semanas (CHFD + Epi, MOHFD + Epi). No se registraron efectos adversos debido

a esta intervencion dietética y ninguna rata muri6 antes del final del protocolo experimental. El
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consumo de alimento y alteraciones metabdlicas propias de estos animales, han sido descritos en
otros articulos (De los Santos et al., 2019; De los Santos et al., 2022), en los cuales se ha demostrado
que los animales con una dieta posnatal control no tienen un consumo distinto de cantidad de
alimento segun el grupo de experimentacion, y como se ha mencionado anteriormente tampoco
poseen diferencias en el peso corporal. Por otra parte, en el modelo animal con dieta posnatal alta
en grasas, los grupos con dieta posnatal alta en grasas presentan un aumento en el peso corporal y
Unicamente para el grupo con un doble estimulo obesogénico (MOHFD) también se describi6 un
aumento en el consumo de alimento (De los Santos et al., 2022)

Se empled el tejido masculo esquelético de gastrocnemio y soleo de 48 ratas divididas en 8 grupos:
6 ratas descendientes de madres control con dieta posnatal chow sin Epi (C), 6 ratas descendientes
de madres control con dieta posnatal chow intervenidas con Epi durante 13 semanas (C + Epi), 6
ratas descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow sin Epi (MO), 6 ratas descendientes
de madres obesas con dieta posnatal chow intervenidas con Epi durante 13 semanas (MO + Epi),
6 ratas descendientes de madres control con dieta posnatal alta en grasas sin Epi (CHFD), 6 ratas
descendientes de madres control con dieta posnatal alta en grasas intervenidas con Epi durante 13
semanas (CHFD + Epi), 6 ratas descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas
sin Epi (MOHFD) y 6 ratas descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas

tratadas con Epi durante 13 semanas (MOHFD + Epi) (Fig. 10).
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Fig. 10. Modelo de obesidad. Ratas descendientes de madres control con dieta posnatal chow sin
Epi (C), ratas descendientes de madres control con dieta posnatal chow intervenidas con Epi
durante 13 semanas (C + Epi), ratas descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow sin
Epi (MO), ratas descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow intervenidas con Epi
durante 13 semanas (MO + Epi), ratas descendientes de madres control con dieta posnatal alta en
grasas sin Epi (CHFD), ratas descendientes de madres control con dieta posnatal alta en grasas
intervenidas con Epi durante 13 semanas (CHFD + Epi), ratas descendientes de madres obesas con
dieta posnatal alta en grasas sin Epi (MOHFD) y ratas descendientes de madres obesas con dieta

posnatal alta en grasas tratadas con Epi durante 13 semanas (MOHFD + Epi).

8.2. Extracciéon de ARN de tejido musculo esquelético gastrocnemio

En el dia posnatal 110, las ratas fueron sacrificadas y se obtuvo el tejido muscular esquelético
(gastrocnemio y s6leo) de cada animal. Es importante referir que en un inicio se plante6 analizar
el tejido de dos musculo esqueléticos de 8 grupos experimentales; sin embargo, debido a la
emergencia sanitaria por SARS-CoV-2, lo que llevd a una ausencia de mas de un afio en el

laboratorio por indicaciones de la UNAM y de que nuestra Unidad de Investigacion, es una Unidad
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Periférica que se encuentra ubicada en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
“Salvador Zubiran” (Instituto receptor de pacientes en la pandemia), el tejido soleo almacenado
para el analisis de expresion de ARN se degradd. Asimismo, no se pudo rescatar las muestras de 4
grupos experimentales del musculo gastrocnemio por degradacion del ARN.

Se realiz6 la extraccion de ARN de las 24 muestras de tejido de musculo gastrocnemio de los
grupos experimentales control (C), control con tratamiento con Epi durante 13 semanas (C + Epi),
descendientes de madres obesas (MO) y descendientes de madres obesas tratadas con Epi durante
13 semanas (MO + Epi). La extraccion de ARN de muestras de tejido del musculo gastrocnemio
se realizd con el reactivo Invitrogen® TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), siguiendo las
instrucciones del proveedor. Posteriormente se verifico la integridad del ARN mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y se realizo la cuantificacion del mismo, observandose una
relacion de absorbancia 260 nm/280 nm entre 1.8 y 2.0 para todas las muestras, lo que se considerd

como adecuado para su uso posterior.

8.3. Analisis de expresion génica

Se us6 ARN (100 ng) para la sintesis de ADN (ADNCc) usando los reactivos AgPath-ID™ One-
Step RT-PCR (Applied Biosystems™, Carlsbad, CA, EUA) siguiendo las instrucciones
proporcionadas por el fabricante. Se realiz6 la estandarizacion para la sonda del gen B-actina
(Rn00667869 _m1) en el ARN de una muestra representativa de cada grupo experimental (C, C +
Epi, MO y MO + Epi), de musculo gastrocnemio, obteniendo una eficiencia adecuada
(Eficiencia=2).

La expresion génica de Murfl (ubiquitina ligasa muscular E3 con dominio de dedos de zinc RING),

MAFbx (ubiquitina ligasa muscular E3 con caja F), NFxB (factor nuclear potenciador de las
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cadenas ligeras kappa de las células B activadas) y Rps6kbl (proteina cinasa ribosomica S6 beta-
1) fue analizada en tejido de gastrocnemio mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa con transcripcion reversa (RT-gPCR), utilizando las sondas TagMan on Demand Gene
Expression de Applied Biosystem (Applied Biosystems™, Carlsbhad, CA, EUA),. Assay ID: Murfl
(Rn00590197_m1), MAFbx (Rn00591730 m1), NFxB (Rn01502266 ml) y Rps6kbl
(Rn00583148_m1). Los valores fueron normalizados a las cantidades relativas de p-actina
(Rn00667869_m1) para cada muestra.

La PCR cuantitativa de transcripcion reversa se realizo con el equipo LightCycler® 480 (Roche
Diagnostics Ltd, Risch-Rotkreuz, Suiza). y las concentraciones relativas de ARNm se calcularon
con el software de andlisis de cuantificacion relativa LightCycler. Todas las muestras se analizaron
por duplicado. Para determinar la expresion relativa del gen de interés, se utilizo f-actina como

gen de referencia y se aplicd el método 2—AACt para el analisis de los datos.

8.4. Expresion proteica mediante Western blot

Es importante referir que, para el analisis de los niveles de las proteinas de los genes arriba
referidos, se estudio tanto el tejido del musculo gastrocnemio, como el musculo séleo en los 8
grupos experimentales: ratas descendientes de madres control con dieta chow (C), de madres
control con dieta chow intervenidas con Epi durante 13 semanas (C + Epi), de madres obesas con
dieta chow (MO), de madres obesas con dieta chow intervenidas con Epi durante 13 semanas (MO
+ Epi), de madres control con dieta alta en grasas (CHFD), de madres control con dieta alta en
grasas intervenidas con Epi durante 13 semanas (CHFD + Epi), de madres obesas con dieta alta en
grasas (MOHFD) y de madres obesas con dieta alta en grasas tratadas con Epi durante 13 semanas

(MOHFD + Epi).
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Se homogeneizaron alrededor de 100 mg de masculo gastrocnemio en buffer de lisis RIPA (Santa
Cruz Biotechnology, Inc, Dallas, TX, EUA) con inhibidores de proteasa y fosfatasa.
Posteriormente, se determind la integridad de las proteinas a traves de electroforesis en un gel de
acrilamida SDS-PAGE al 10%, tenidos con el colorante azul de Coomassie, comprobandose la
integridad de las proteinas provenientes de cada muestra.

50 pg de proteina se colocaron en un gel SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa de 0.45 um (Bio-Rad Laboratories, Life Science Group, Hercules, CA, EUA). Los
anticuerpos primarios utilizados fueron: Anti-MURF1 + MURF3 + MURF2 recombinante
(ab172479) (Abcam Inc, Waltham, MA, EUA), peso molecular 40 kDa; Anti-Fbx32 recombinante
(ab168372) (Abcam Inc, Waltham, MA, EUA), peso molecular 42 kDa; anti-NF-«kB p65 (C22B4,
Rabbit mAb #4764) (CellSignaling, Danvers, MA, EUA), peso molecular 65 kDa; anti-Phospho-
NF-kB p65 (Ser536) (93H1, Rabbit mAb#3033) (CellSignaling, Danvers, MA, EUA); anti-quinasa
p70S6 (49D7, Rabbit mAb #2708) (CellSignaling, Danvers, MA, EUA), peso molecular 70 kDa;
anti-Phospho-p70 S6 Kinase (Thr389) (108D2, Rabbit mAb #9234) (CellSignaling, Danvers, MA,
EUA), peso molecular 70 kDa. Para determinar la presencia de marcadores de diferenciacion
muscular se utilizo el anticuerpo MyoD (sc-377460) (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Dallas, TX,
EUA), peso molecular 45 kDa. El anticuerpo anti-Gadph (PA1-988) (ThermoFisher Scientific,
Rockford, IL, EUA), peso molecular 37 kDa se utiliz6 como control de carga. Los anticuerpos
secundarios utilizados fueron: HRP-goat anti-rabbit 1gG (111-095-003) y anti-mouse 1gG (715-
035-150) (Jackson Immuno Research Laboratories, Inc., West Grove, PA, EUA).

Se realiz6 la estandarizacion de los anticuerpos primarios en muestras de tejido de musculo
gastrocnemio de ratas del grupo control (C) para la deteccion de las proteinas de interés. Las
condiciones fueron las siguientes, se bloque6 la membrana 1 hora a temperatura ambiente con leche

descremada al 5% en TBS-Tween al 0.1%, se incubaron los anticuerpos primarios durante 12-14
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horas a 4°C en BSA al 5% en TBS-Tween al 0.1%, e incubacion de los anticuerpos secundarios
durante 1 hr a temperatura ambiente en leche descremada al 5% en TBS-Tween al 0.1%. Se
realizaron 3 lavados de 5 minutos entre cada etapa con TBS-Tween al 0.1%. La dilucién para todos
los anticuerpos recombinantes tanto totales como fosforilados fue de 1:1,000, como proteina
constitutiva se utilizo GAPDH a una dilucién de 1:15,000. Los anticuerpos secundarios fueron
utilizados a las diluciones siguientes: 1:5,000 para el HRP-goat anti-rabbit IgG y 1:10,000 para el
anti-mouse 1gG.

La deteccion de la quimioluminiscenca se realizd con el kit SuperSignaltm West Femto
Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, EUA). La deteccion de las
intensidades de las bandas se cuantificé digitalmente utilizando el escaner C-DiGit (LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE, EUA) 'y el software LI-COR Image Studio
(http://www.licor.com/bio/products/software/image_studio_lite/) y el software ImageJ (Institutos

Nacionales de Salud de EUA, Bethesda, MD, EUA).

8.5. Analisis estadistico

Los datos con distribucién normal se expresaron como media + desviacion estdndar de 6
observaciones experimentales individuales. La distribucion de los datos se analizd con la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. Es importante referir que debido al disefio factorial de este estudio, se
analizaron las posibles interacciones entre las variables, en el caso del analisis de la expresion
génica se utilizé6 una ANOVA de dos vias, seguido de un analisis de comparaciones multiples de
Tukey.

Para la expresion proteica, se realiz6 un andlisis de ANOVA de tres vias, ésto con el fin de
determinar la contribucién de cada variable al comportamiento del modelo en estudio; es decir,

para evaluar el efecto de la dieta materna se compararon los grupos con antecedente de dieta
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materna chow (C, C+ Epi, CHFD y CHFD + Epi) contra los grupos con dieta materna alta en grasas
(MO, MO + Epi, MOHFD y MOHFD + Epi). Para evaluar la contribucion del efecto de la dieta
posnatal alta en grasas se compararon los grupos con dieta posnatal chow (C, C + Epi, MO, MO +
Epi) contra los grupos con dieta posnatal alta en grasas (CHFD, CHFD + Epi, MOHFD y MOHFD
+ Epi) y finalmente para evaluar el efecto del tratamiento con Epi, se compararon los grupos sin
tratamiento con el flavonoide (C, MO, CHFD y MOHFD) contra los grupos con tratamiento con
Epi (C + Epi, MO + Epi, CHF + Epi y MOHFD + Epi).

Posteriormente, para comparar grupos de manera individual, se realizé un analisis de ANOVA de
una via, seguido de un andlisis de comparaciones multiples de Tukey con el fin de determinar
diferencias puntuales entre los grupos individuales.

Los datos fueron analizados con el software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego,

CA, EUA) y se tomé una p <0.05 como significativa.
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9. RESULTADOS

9.1. Analisis de la expresion relativa de los genes involucrados en la atrofia o sintesis de

proteinas musculares en el musculo gastrocnemio de los grupos experimentales.

Con respecto a los genes que codifican para las proteinas relacionadas con la atrofia muscular se

realizo la cuantificacion relativa de la expresion de la ubiquitina ligasa Murfl y de la ubiquitina

ligasa MAFbx, en los grupos experimentales C, C + Epi, MO y MO + Epi. El tratamiento largo de

Epi disminuyd la expresion transcripcional de Murfl en ambos grupos tratados con el flavonoide

(p =0.036), representando una variabilidad del 16.83% del modelo a causa de este factor (Fig. 11).

Sin embargo, para la expresion relativa de MAFbx no se encontro influencia de alguna de las

variables sobre el modelo, ni diferencias significativas entre los cuatro grupos experimentales (Fig.

12).
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Fig. 11. Expresion relativa del ARNm de Murfl en masculo gastrocnemio. La administracion
de Epi durante 13 semanas disminuy0 la expresion transcripcional de Murfl en los grupos C + Epi
y MO + Epi en comparacion con los grupos C y MO en musculo gastrocnemio. A) Resultados de
la prueba ANOVA de dos vias mostrando las variables cuya influencia es significativa en el modelo
de experimentacion. B) Expresion relativa de Murfl ARNm en mdsculo esquelético de
gastrocnemio.

Epi = (-)-epicatequina; C = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;
C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow intervenidas con
Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal
chow; MO + Epi = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow
intervenidas con Epi durante 13 semanas. Los resultados estan expresados como media +
desviacion estandar. Se utilizo ANOVA de dos vias y prueba de comparaciones multiples Tukey.

n=6 ratas para cada grupo experimental.
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Fig. 12. Expresion relativa de MAFbx en musculo gastrocnemio. La dieta materna y/o la
administracion de Epi durante 13 semanas no modificaron la expresion de MAFbx. A) Expresion
relativa de MAFbx ARNm en musculo esquelético de gastrocnemio.

Epi = (-)-epicatequina; C = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;
C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow intervenidas con

Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal
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chow; MO + Epi = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow
intervenidas con Epi durante 13 semanas. Los resultados estdn expresados como media *
desviacion estandar. Se utiliz6 ANOVA de dos vias y prueba de comparaciones multiples Tukey.

n=6 ratas para cada grupo experimental.

La cuantificacion relativa de NFxB revel6 que el tratamiento con el flavonoide indujo una
disminucion en la expresion de este factor de transcripcion en los grupos con tratamiento con Epi

(C + Epi y MO + Epi) (p = 0.038) con una variabilidad de 19.59% atribuible a esta variable (Fig.

13).
A) Fuente de variacion % de variacion total | valor de p F (DFn, DFd)
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Fig. 13. Expresion relativa de NFxB en musculo gastrocnemio. La administracion de Epi
durante 13 semanas disminuyo la expresion transcripcional de NFxB en los grupos C + Epi y MO
+ Epi en comparacién con los grupos C y MO en este musculo.A) Resultados de la prueba ANOVA
de dos vias mostrando las variables cuya influencia es significativa en el modelo de

experimentacién. B) Expresion relativa de NFxB ARNm en musculo esquelético de gastrocnemio.

68



Epi = (-)-epicatequina; C = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;
C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow intervenidas con
Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal
chow; MO + Epi = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow
intervenidas con Epi durante 13 semanas. Los resultados estan expresados como media +
desviacion estandar. Resultados expresados como media + desviacion estandar. Se utiliz6 ANOVA
de dos vias y prueba de comparaciones multiples Tukey. n=6 ratas para cada grupo experimental.

Finalmente, la cuantificacion relativa de la expresién de la cinasa p70S6K-a, que interviene en la
sintesis de proteinas, en los cuatro grupos experimentales no reveld influencia de la dieta materna
ni del tratamiento con Epi sobre el modelo, asi como diferencias significativas entre los grupos

experimentales (Fig. 14).
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Fig. 14. Expresion relativa de p70S6K-a en musculo gastrocnemio. No se observaron
diferencias significativas en la expresion de p70S6K-« en ninguno de los grupos experimentales en

este musculo. A) Expresion relativa de p70S6K-a. ARNm en musculo esquelético de gastrocnemio.
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Epi = (-)-epicatequina; C = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;
C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow intervenidas con
Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal
chow; MO + Epi = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow
intervenidas con Epi durante 13 semanas. Los resultados estan expresados como media +
desviacion estandar. Resultados expresados como media + desviacion estandar. Se utiliz6 ANOVA
de dos vias y prueba de comparaciones multiples Tukey. n=6 ratas para cada grupo experimental.

9.2. Andlisis de los niveles de las proteinas relacionadas con atrofia o sintesis de proteinas
musculares en el musculo gastrocnemio de los grupos experimentales a través de
Western blot.

Para determinar la influencia de la dieta materna, la dieta posnatal y el tratamiento con Epi, en las
proteinas inductoras de atrofia muscular, se realizo la determinacion proteica de las ubiqitin ligasas
MURF y MAFbx en musculo gastrocnemio de los 8 grupos experimentales, 4 grupos conformados
por los descendientes macho que recibieron dieta posnatal control (C, C + Epi, MO y MO +Epi
largo) y 4 grupos de ratas macho que recibieron dieta posnatal alta en grasas (CHFD, CHFD + Epi,
MOHFD y MOHFD + Epi).

Se realiz6 un analisis de ANOVA de tres vias con el cual se determind que los grupos con una dieta
posnatal alta en grasas (CHFD, CHFD + Epi, MOHFD y MOHFD + Epi) presentan un aumento
significativo en la expresién de MURF al compararse con los grupos con una dieta poshatal chow
(C, C + Epi, MO, MO + Epi), esto indica que el factor de la dieta posnatal alta en grasas aumenta
de manera significativa la expresion proteica de MURF (p<0.0001), la dieta posnatal posee una
contribucion del 33.23% a la variabilidad del modelo de experimentacion (Fig. 15). Ademas, se
realiz6 una prueba de ANOVA de una via, seguida de un analisis de comparaciones multiples

encontrando un aumento significativo en la expresion de esta ubiquitina ligasa en el grupo de
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descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas en comparacion del grupo control

(C vs MOHF) (p = 0.047) (Fig. 15). También es posible observar una diferencia significativa entre

el grupo control y el grupo de descendientes de madres con obesidad con una dieta posnatal alta en

grasas e intervenidas con el flavonoide Epi (C vs MOHFD + Epi) (p = 0.026) (Fig. 15).
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Fig. 15. Expresion relativa de la proteina de MURF en musculo gastrocnemio. Se puede
observar que los grupos con una dieta posnatal alta en grasas (CHFD, CHFD + Epi, MOHFD y
MOHFD + Epi) presentan un aumento en la expresion proteica de MURF en comparacion con los
grupos con una dieta posnatal chow (C, C + Epi, MO, MO + Epi) (p <0.001). El grupo experimental
MOHFD presenta un aumento significativo en la expresion de MURF en comparacion con grupo
C (p =0.047) y la administracion de Epi no disminuy0 la expresion de MURF (C vs MOHFD +
Epi) (p = 0.026) en este musculo. A) Western Blot representativo de la expresion proteica de MURF
y GAPDH en los grupos experimentales. B) Resultados de la prueba ANOVA de tres vias
mostrando las variables cuya influencia es significativa en el modelo de experimentacion. C)
Resultados del analisis por densitometria de la expresion proteica de MURF.

Epi = (-)-epicatequina; C = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;
C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow intervenidas con
Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal
chow; MO + Epi = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow
intervenidas con Epi durante 13 semanas; CHFD = ratas macho descendientes de madres control
con dieta posnatal alta en grasas; CHFD + Epi = ratas macho descendientes de madres control con
dieta posnatal alta en grasas intervenidas con Epi durante 13 semanas; MOHFD = ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas; MOHFD + Epi =ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas tratadas con Epi durante 13
semanas. Los resultados estan expresados como media £ desviacion estandar. Prueba ANOVA de

tres vias y prueba de comparaciones multiples Tukey. n=6 ratas para cada grupo experimental.

Asimismo, se realizd la cuantificacion relativa de la expresion proteica de la ubiquitina ligasa
MAFbx en los grupos experimentales antes mencionados. Al igual que con la proteina MURF, se
observa que la dieta posnatal alta induce un aumento significativo en la expresion de MAFbx (p =

0.010) con una variabilidad del modelo atribuible a este factor de 14.82%.
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Fig. 16. Expresion relativa de la proteina de MAFbx en musculo gastrocnemio. La figura
muestra que los grupos experimentales con una dieta posnatal alta en grasas (CHFD, CHFD + Epi,
MOHFD y MOHFD + Epi), tienen un aumento en la expresion de MAFbx en comparacion de
aquellos con una dieta posnatal chow (C, C + Epi, MO, MO + Epi) (p = 0.01). No se observa
influencia de la dieta materna ni del tratamiento con epicatequina, asi como tampoco diferencias
estadisticas entre los diferentes grupos de experimentacion. A) Western Blot representativo de la
expresion proteica de MAFbx y GAPDH en los grupos experimentales. B) Resultados de la prueba
ANOVA de tres vias mostrando las variables cuya influencia es significativa en el modelo de

experimentacién. C) Resultados del analisis por densitometria de la expresion proteica de MAFbx.
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Epi = (-)-epicatequina; C = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;
C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow intervenidas con
Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal
chow; MO + Epi = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow
intervenidas con Epi durante 13 semanas; CHFD = ratas macho descendientes de madres control
con dieta posnatal alta en grasas; CHFD + Epi = ratas macho descendientes de madres control con
dieta posnatal alta en grasas intervenidas con Epi durante 13 semanas; MOHFD = ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas; MOHFD + Epi =ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas tratadas con Epi durante 13
semanas. Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar. Prueba ANOVA de

tres vias y prueba de comparaciones multiples Tukey. n=6 ratas para cada grupo experimental.

Rio arriba de estas ubiquitinas ligasas inductoras de dafio muscular, se encuentra el factor de
transcripcion NF«kB, también relacionado con el proceso de atrofia muscular. Para determinar el
impacto de las variables analizadas en la actividad de este factor, se realizé la determinacion de la
proteina total y de su forma fosforilada en el masculo gastrocnemio. Se observé un aumento de los
niveles de NF«kB en los grupos experimentales con una dieta posnatal alta en grasas (p = 0.0005)
con una variabilidad del 22.79% atribuible a este factor (Fig. 17). Ademas, encontramos un
aumento en los niveles totales del factor de transcripcion en el grupo con antecedente de obesidad
materna y dieta posnatal alta en grasas en comparacion del grupo control (C vs MOHFD) (p =
0.018) (Fig. 17). De igual forma, observamos un aumento en la expresion total de este factor de
transcripcion en el grupo con doble estimulo de dieta alta en grasas comparado con los
descendientes de madres con obesidad y dieta posnatal chow (MO vs MOHFD) (p = 0.034) (Fig.
17). Al analizar la relacion entre la proteina fosforilada y la proteina total, no se demostro
contribucion de alguna de las variables al modelo, o diferencias significativas entre los grupos

experimentales (Fig. 17).
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Fig. 17. Expresion relativa de la proteina total y fosforilada de NFkB en musculo
gastrocnemio. Se describe un aumento significativo en la expresion de NFkB en los grupos con
dieta posnatal alta en grasas (CHFD, CHFD + Epi, MOHFD y MOHFD + Epi) en comparacion de
los grupos con dieta posnatal chow (C, C + Epi, MO, MO + Epi), no se observaron cambios en la
fosforilacion de la proteina inducidos por alguna de las variables. EI grupo MOHFD tiene un
aumento significativo en la expresion total de NFkB contra el grupo C (p = 0.018), el grupo
MOHFD presenta un aumento en la expresion total de NFkB en comparacion del grupo MO (p =
0.034). No hay cambios en la fosforilacion de la proteina entre grupos de experimentacion. A)
Western Blot representativo de la expresion de la proteina total y fosforilada de NFkB y GAPDH
en los grupos experimentales. B) Resultados de la prueba ANOVA de tres vias para la expresion
total de la proteina NFxB, mostrando las variables cuya influencia es significativa en el modelo de
experimentacion. C) Resultados del analisis por densitometria de la expresion proteica de NFxB y
D) la relacion entre la proteina total y fosforilada de NFkB.

Epi = (-)-epicatequina; C = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;
C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta poshatal chow intervenidas con
Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnhatal
chow; MO + Epi = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow

intervenidas con Epi durante 13 semanas; CHFD = ratas macho descendientes de madres control
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con dieta posnatal alta en grasas; CHFD + Epi = ratas macho descendientes de madres control con
dieta posnatal alta en grasas intervenidas con Epi durante 13 semanas; MOHFD = ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas; MOHFD + Epi =ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas tratadas con Epi durante 13
semanas. Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar. Prueba ANOVA de

tres vias y prueba de comparaciones multiples Tukey. n=6 ratas para cada grupo experimental.

Finalmente, se evallo la expresion proteica de la cinasa p70S6K-a. como proteina relacionada con
la sintesis de proteina musculares en el musculo gastrocnemio de los animales de experimentacion,
no encontramos una influencia significativa de alguna de las tres variables sobre el modelo,
tampoco diferencias significativas entre los grupos experimentales. Al analizar la relacion entre la
proteina fosforilada y la proteina total, tampoco se describe una influencia de las variables sobre el

modelo o diferencias significativas entre los grupos experimentales (Fig. 18).
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Fig. 18. Expresion relativa de la proteina total y fosforilada de p70S6K-e en musculo
gastrocnemio. No se observaron diferencias significativas en la expresion de la cinasa p70S6K-a
en ninguno de los grupos experimentales bajo alguna de las variables en estudio. A) Western Blot

representativo de la expresion de la proteina total y fosforilada de p70S6K-a. y GAPDH en los
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grupos experimentales. B) Resultados del anélisis por densitometria de la expresion proteica de
p70S6K-a y C) la relacion entre la proteina total y fosforilada de p70S6K-a.

Epi = (-)-epicatequina; C = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;
C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow intervenidas con
Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal
chow; MO + Epi = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow
intervenidas con Epi durante 13 semanas; CHFD = ratas macho descendientes de madres control
con dieta posnatal alta en grasas; CHFD + Epi = ratas macho descendientes de madres control con
dieta posnatal alta en grasas intervenidas con Epi durante 13 semanas; MOHFD = ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas; MOHFD + Epi =ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas tratadas con Epi durante 13
semanas. Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar. Prueba ANOVA de

tres vias y prueba de comparaciones multiples Tukey. n=6 ratas para cada grupo experimental.

9.3. Analisis de los niveles de las proteinas relacionadas con atrofia o sintesis de proteinas
musculares en el musculo soleo de los grupos experimentales a través de Western
blot.

Se procedio al andlisis de los niveles de las proteinas arriba referidas en el tejido de masculo s6leo
y de igual forma, se determind la influencia de la dieta materna, la dieta posnatal y el tratamiento
con Epi en los ocho grupos experimentales antes mencionados.

Con respecto de las proteinas inductoras de atrofia muscular MURF y MAFbx, no se observo
contribucion de alguna de las variables estudiadas sobre la expresion de esta ubiquitina ligasa o
diferencias significativas entre los grupos experimentales (Figs. 19 y 20). Sin embargo, la proteina
MAFbx, presentdé un aumento en los descendientes macho con dieta posnatal alta en grasas (p =
0.0475) con una variabilidad del modelo atribuible a este factor del 7.76% (Fig. 20). De manera

interesante, al realizar al analisis de comparaciones multiples, se observa una tendencia al aumento
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de esta proteina en el grupo MOHFD en comparacion del grupo control (C vs MOHFD) (p =
0.0583), indicando que la presencia de ambos estimulos induce un aumento significativo de

MAFBX, no asi la presencia de un solo estimulo deletéreo (Fig. 20).
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Fig. 19.Expresion relativa de la proteina MURF en musculo séleo. La dieta materna, la dieta
posnatal, o la administracion de Epi no inducen cambios en la expresion proteica de MURF en
musculo s6leo. A) Western Blot representativo de la expresion proteica de MURF y GAPDH en
los grupos experimentales. B) Resultados del analisis por densitometria de la expresion proteica de
MURF.
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Epi = (-)-epicatequina; C = Ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;
C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow intervenidas con
Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal
chow; MO + Epi = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow
intervenidas con Epi durante 13 semanas; CHFD = ratas macho descendientes de madres control
con dieta posnatal alta en grasas; CHFD + Epi = ratas macho descendientes de madres control con
dieta posnatal alta en grasas intervenidas con Epi durante 13 semanas; MOHFD = ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas; MOHFD + Epi =ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas tratadas con Epi durante 13
semanas. Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar. Prueba ANOVA de
tres vias y prueba de comparaciones multiples Tukey. n=6 ratas para cada grupo experimental.
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Fig. 20. Expresion relativa de la proteina de MAFbx en musculo séleo. Los grupos con dieta
posnatal alta en grasas (CHFD, CHFD + Epi, MOHFD y MOHFD + Epi) presentan un aumento
significativo en la expresion proteica de MAFbx en comparacion de los grupos con una dieta
posnatal chow (C, C + Epi, MO, MO + Epi) (p = 0.0475). El grupo experimental MOHFD presenta
una tendencia al aumento en la expresién de MAFbx en comparacion del grupo C (p = 0.0538). A)
Western Blot representativo de la expresion proteica de MAFbx y GAPDH en los grupos
experimentales. B) Resultados de la prueba ANOVA de tres vias mostrando las variables cuya
influencia es significativa en el modelo de experimentacion. C) Resultados del analisis por
densitometria de la expresion proteica de MAFbxX.

Epi = (-)-epicatequina; C = Ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;
C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta poshatal chow intervenidas con
Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnhatal
chow; MO + Epi = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow
intervenidas con Epi durante 13 semanas; CHFD = ratas macho descendientes de madres control
con dieta posnatal alta en grasas; CHFD + Epi = ratas macho descendientes de madres control con
dieta posnatal alta en grasas intervenidas con Epi durante 13 semanas; MOHFD = ratas macho

descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas; MOHFD + Epi =ratas macho
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descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas tratadas con Epi durante 13
semanas. Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar. Prueba ANOVA de

tres vias y prueba de comparaciones multiples Tukey. n=6 ratas para cada grupo experimental.

Finalmente, para evaluar el proceso de sintesis de proteina musculares, se llevd a cabo la
cuantificacion relativa de la proteina total de la cinasa p70S6K-a en musculo esquelético soleo en
los grupos experimentales. Similar a lo observado en musculo gastrocnemio, no se observa
influencia de alguna de las tres variables sobre la variabilidad del modelo, o diferencias
significativas entre los grupos experimentales Al analizar la fosforilacion de la proteina, tampoco
se observo influencia de alguna de las variables en la activacion de esta cinasa, ni diferencias
significativas particulares entre los grupos experimentales (Fig. 21).
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Fig. 21.Expresion relativa de la proteina total y fosforilada de p70S6K-a en muasculo soleo.
La dieta materna, la dieta posnatal alta en grasas ni el tratamiento con Epi, inducen cambios en la
expresion de la cinasa p70S6K-o 0 su fosforilacion en ninguno de los grupos experimentales. A)

Western Blot representativo de la expresion de la proteina total y fosforilada de p70S6K-a y
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GAPDH en los grupos experimentales. B) Resultados del anlisis por densitometria de la expresion
proteica de p70S6K-a y C) la relacion entre la proteina total y fosforilada de p70S6K-a.

Epi = (-)-epicatequina; C = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;
C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow intervenidas con
Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal
chow; MO + Epi = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow
intervenidas con Epi durante 13 semanas; CHFD = ratas macho descendientes de madres control
con dieta posnatal alta en grasas; CHFD + Epi = ratas macho descendientes de madres control con
dieta posnatal alta en grasas intervenidas con Epi durante 13 semanas; MOHFD = ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas; MOHFD + Epi =ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas tratadas con Epi durante 13
semanas. Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar. Prueba ANOVA de

tres vias y prueba de comparaciones multiples Tukey. n=6 ratas para cada grupo experimental.

9.4. Analisis de los niveles de la proteina relacionada con la diferenciacion
musculoesquelética en el musculo gastrocnemio y soleo de los grupos experimentales

a través de Western blot.
Finalmente, para determinar si alguna de las variables en estudio tenia influencia sobre la
diferenciacion muscular, se realizo la cuantificacion relativa de la expresion proteica del marcador
de diferenciacion de musculo esquelético MyoD en los 8 grupos experimentales antes
mencionados, tanto en musculo gastrocnemio (Fig. 22) como séleo (Fig. 23). Al analizar el
musculo gastrocnemio, se observa que la dieta materna obesogénica disminuye la expresion de este
factor de diferenciacién muscular, con una variabilidad atribuible al modelo de 15.36% (p =
0.0061). Por otra parte, el musculo séleo, no mostr6 influencia de alguna de las 3 variables (Fig.

23).
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Fig. 22.Expresion relativa de la proteina MyoD en musculo gastrochemio. Se puede observar
que los grupos con dieta materna alta en grasas (MO, MO + Epi, MOHFD y MOHFD + Epi)
presentan un aumento en la expresion de MyoD en comparacion de los grupos con dieta materna
chow (C, C + Epi, CHFD y CHFD + Epi) (p = 0.0061). A) Western Blot representativo de la
expresion proteica de MyoD y GAPDH en los grupos experimentales. B) Resultados de la prueba
ANOVA de tres vias mostrando las variables cuya influencia es significativa en el modelo de
experimentacién. C) Resultados del analisis por densitometria de la expresion proteica de MyoD.
Epi = (-)-epicatequina; C = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;

C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow intervenidas con
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Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal

chow; MO + Epi = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow

intervenidas con Epi durante 13 semanas; CHFD = ratas macho descendientes de madres control

con dieta posnatal alta en grasas; CHFD + Epi = ratas macho descendientes de madres control con

dieta posnatal alta en grasas intervenidas con Epi durante 13 semanas; MOHFD = ratas macho

descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas; MOHFD + Epi =ratas macho

descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas tratadas con Epi durante 13

semanas. Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar. Prueba ANOVA de

tres vias y prueba de comparaciones multiples Tukey. n=6 ratas para cada grupo experimental.
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Fig. 23.Expresion relativa de la proteina de MyoD en musculo séleo. No se encontraron
diferencias significativas en ninguno de los grupos experimentales. A) Western Blot representativo
de la expresién proteica de MyoD y GAPDH en los grupos experimentales. B) Resultados del
andlisis por densitometria de la expresién proteica de MyoD.

Epi = (-)-epicatequina; C = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow;
C + Epi = ratas macho descendientes de madres control con dieta posnatal chow intervenidas con
Epi durante 13 semanas; MO = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal
chow; MO + Epi = ratas macho descendientes de madres obesas con dieta posnatal chow
intervenidas con Epi durante 13 semanas; CHFD = ratas macho descendientes de madres control
con dieta posnatal alta en grasas; CHFD + Epi = ratas macho descendientes de madres control con
dieta posnatal alta en grasas intervenidas con Epi durante 13 semanas; MOHFD = ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas; MOHFD + Epi =ratas macho
descendientes de madres obesas con dieta posnatal alta en grasas tratadas con Epi durante 13
semanas. Los resultados estan expresados como media + desviacion estandar. Prueba ANOVA de

tres vias y prueba de comparaciones multiples Tukey. n=6 ratas para cada grupo experimental.

10. DISCUSION
El masculo esquelético tiene una importante capacidad de adaptacion en respuesta a estimulos
externos, como lo es la obesidad, que modifican el balance entre los procesos anabdlicos y
catabolicos; y ademas puede influenciar el proceso de diferenciacion muscular (Egerman y Glass,
2014; Collins et al., 2016). Ademas, se ha informado que el musculo esquelético presenta
adaptaciones caracteristicas dependiente del tipo de fibra muscular (Hege et al., 1999, Shortreed et
al., 2009); por ejemplo, el musculo gastrocnemio, tiene una composicion de fibras mixta y el séleo
una composicién de fibras predominantemente oxidativas, por lo que los efectos de la dieta alta en
grasas podrian ser distintos. De tal forma, que el objetivo de nuestro estudio fue evaluar, en
musculo gastrocnemio y séleo, la expresion de genes relacionados con atrofia y sintesis de

proteinas en tejido muscular esquelético de crias alimentadas con dieta control o alta en grasas e
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intervenidas con el flavonoide (-)-epicatequina, descendientes de ratas Wistar controles o con
obesidad inducida por dieta alta en grasa.

En nuestros resultados, observamos que la obesidad materna no tuvo influencia sobre la expresion
transcripcional de la ubiquitina ligasa Murfl (Fig. 11), ni en su expresion proteica en musculo
gastrocnemio (Fig. 15) o musculo séleo (Fig. 19). Cabe destacar que esta ubiquitina ligasa es capaz
de degradar proteinas de los filamentos gruesos del sarcomero como la proteina C de union a
miosina (MyBP-C), las cadenas ligeras de miosina 1y 2 (MyLC1/2) y la cadena pesada de miosina
(MyHC) induciendo un proceso de atrofia muscular (Cohen et al., 2008); de igual manera esta
ubigitin ligasa induce la degradacion de proteinas como la sintasa de ATP mitocondrial, la cinasa
de creatina citoplasmatica, la piruvato deshidrogenasa y PDKZ2; sugiriendo la participacion de
MURF como regulador de procesos metabolicos ademas de su participacion en la degradacion de
proteinas relacionadas a la funcion muscular (Witt et al., 2005; Hirner et al., 2008). Esta falta de
efecto del antecedente de la obesidad materna en la expresion de MURF, podria estar relacionado
con la edad de las ratas estudiadas en nuestro protocolo (110 dias posnatales), la cual corresponde
a una edad de adulto joven, por lo que los animales podrian ain tener en marcha mecanismos
compensatorios protectores de los efectos de la obesidad materna. Esta es la primera ocasion en la
que se han evaluado proteinas inductoras de atrofia muscular en un modelo de programacion fetal
por obesidad materna en un modelo animal equivalente a una edad de adulto joven, sin embargo,
se han reportado alteraciones sistémicas y de composicién corporal a esta edad de 110 dias de vida
posnatal (De los Santos et al., 2019), e incluso mas evidentes en edades mas avanzadas (450 y 650
dias de vida posnatal) (Rodriguez-Gonzélez et al., 2019) con el mismo modelo de programacion
fetal inducida por dieta materna obesogeénica, por lo que, no eximimos la posibilidad de que estas
alteraciones musculares puedan presentarse en etapas mas avanzadas del desarrollo posnatal. Por

otra parte, en otros modelos de obesidad por programacion materna, se han descrito alteraciones
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en algunas vias de sefializacién relacionadas a MURF, como una disminucién en la fosforilacion
de Akt (De Fante et al., 2016; Campodonico-Burnett et al., 2020; Salto et al., 2020), y de mTOR
en la serina 2448 (Ser2448) (Salto et al., 2020); por lo que hay indicios que esta ubiquitina ligasa
pudiera verse afectada por este fendmeno, sin embargo, no se ha evaluado esta proteina de manera
especifica.

Por otra parte, observamos que el tratamiento con Epi indujo una disminucion en la expresion de
Murfl a nivel transcripcional (Fig. 11), en los grupos con tratamiento con el flavonoide a
comparacion de los grupos sin tratamiento, indicando que la administracion del flavonoide podria
inducir cambios transcripcionales en esta cinasa; no obstante, al analizar la expresion proteica de
esta ubiquitina ligasa, no se encontraron cambios inducidos por la administracion del flavonoide
en alguno de los dos musculos analizados (Fig. 15, Fig. 19), lo que podria deberse a que el efecto
benéfico de Epi, parece limitarse a una regulacion transcripcional, sin mostrar efectos en el
contenido proteico. Una posible explicacion es que la falta de correlacion entre la expresion
transcripcional y la expresion proteica puede estar relacionada con regulacion postranscripcional,
traduccional y postraduccional, estabilidad de la proteina, recambio proteico, estabilidad de la
proteina y requerimientos energéticos de la sintesis proteica (Maier et al., 2009; Schwanh&usser et
al., 2011; Geiger et al., 2013).

Otra variable que influy6 en el aumento en la expresion proteica de esta ubigitina ligasa fue la dieta
posnatal alta en grasas, induciendo un aumento en su expresion a comparar los grupos con dieta
posnatal chow vs. los grupos con dieta posnatal alta en grasas en musculo gastrocnemio (Fig. 15),
no asi en masculo séleo (Fig. 19). Estos resultados, son similares a lo descrito en modelos de
obesidad posnatal inducida por dieta alta en grasas, en donde se ha descrito un aumento en la
expresion transcripcional de MURF en muasculo gastrocnemio en un modelo en ratas sometidas a

una dieta alta en grasas y carbohidratos por 16 semanas (Sishi et al., 2011). Ademas, en el andlisis
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de comparaciones multiples, se demostro que el grupo de descendiente de madres con obesidad y
dieta posnatal alta en grasas (grupo MOHFD) tuvo un aumento de la expresion de MURF en
comparacion del grupo control (C) (Fig. 15), indicando que la presencia de ese doble estimulo
(obesidad por programacion + dieta alta en grasas) induce un aumento en la expresion de esta
proteina. De manera interesante, este aumento significativo se mantiene en el grupo MOHFD
tratado con Epi, indicando que la administracion del flavonoide en este grupo experimental no es
capaz de disminuir la expresion de esta ubiquitina ligasa (Fig. 15). El efecto aditivo del antecedente
de obesidad materna, mas una dieta posnatal alta en grasas, ha sido evaluado por otros grupos de
investigacion en otros sistemas diferentes al muasculo esquelético, encontrando que el doble
estimulo induce un aumento en la ganancia de peso corporal de los animales (Parente et al., 2008;
Li et al., 2017; Hsu et al., 2020), mayor acumulacion de grasa visceral (Glastras et al., 2017),
alteraciones en el metabolismo de carbohidratos (Parente et al., 2008; Li et al., 2017; Glastras et
al., 2017; Hsu et al., 2020), alteraciones en el tejido renal y cardiaco (Glastras et al., 2017; Tain et
al., 2017Db), por mencionar algunos efectos. Nuestro grupo de investigacion describid previamente
a través del estudio de densitometria (DXA) una disminucién de la masa magra en los
descendientes macho con una dieta posnatal alta en grasas, asi como en el grupo con antecedente
de dieta materna alta en gasas y dieta posnatal alta en grasas (De los Santos et al., 2022), poniendo
de manifiesto el cambio en la composicion corporales de los aminales sometidos a estos estimulos,
sin embargo no se analizaron las posibles vias intracelulares relacionados con la atrofia muscular.
A diferencia de lo encontrado en el musculo gastrocnemio, en el muasculo séleo no se observo
influencia de alguna de las variables sobre la expresion de esta ubiquitina ligasa; esto indica que la
susceptibilidad es distinta en los dos tipos musculares analizados; mientras que en el musculo

gastrocnemio se observaron diferencias en la expresion proteica de MURF dependientes de la dieta
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alta en grasas, y la presencia de ambas dietas obesogénicas, el musculo séleo parece ser resistente
a estos estimulos deletéreos.

Se ha descrito en varios estudios que la obesidad se caracteriza por una disminucion en el contenido
de fibras oxidativas y un aumento en el contenido de fibras glucoliticas, y se ha informado que, en
el contexto de obesidad, el muasculo esquelético presenta adaptaciones caracteristicas dependiente
del tipo de fibra (Helge et al., 1999; Shortreed et al., 2009), por lo que es esperable que el
comportamiento de ambos musculos sea distinto.

También se estudi6 a la ubiquitina ligasa MAFbx, la cual esta relacionada con la degradacion de
proteinas musculares, especificamente de factores de diferenciacion muscular como MyoD (factor
regulador miogénico) y el factor iniciador de la trascripcion eucarionte 3 subunidad f (elF3-f)
(Tintignac et al., 2005; Lagirand-Cantaloube et al., 2008). De acuerdo con lo observado en los
experimentos, MAFbx no mostré diferencias en su expresion transcripcional en los grupos
experimentales C, C + Epi, MO o MO + Epi (Fig. 12), y el analisis de su expresion a nivel de
proteina, no mostro influencia de la obesidad materna o del flavonoide Epi sobre la expresion de
esta ubiquitina ligasa en ninguno de los dos tejidos musculares. Como lo referimos previamente,
hay diversos factores que podrian explicar esta falta de efecto, como es la edad de los animales y
la magnitud y temporalidad de accion de este estimulo deletéreo.

Sin embargo, al analizar el efecto de la dieta posnatal alta en grasas, fue posible observar un
aumento de esta proteina tanto en masculo gastrocnemio (Fig. 16) como en el séleo (Fig. 20). Estos
resultados van en linea con lo encontrado por Lee y colaboradores (2021) quienes describieron un
aumento en la expresion de esta proteina secundario a una dieta posnatal alta en grasas.

De manera interesante, cuando se analizan los grupos descendientes de madres con obesidad, fue
posible observar que Unicamente el grupo con doble estimulo (MOHFD) tuvo una elevacion en la

expresion proteica de MAFbx en comparacion del grupo control (C), indicando que la adicion de

92



los dos estimulos influye sobre la expresion de esta molécula. Esta evidencia pone de manifiesto
que una dieta alta en grasas sobre un modelo con antecedente de obesidad materna podria causar
un proceso de atrofia muscular mediado por la ubiquitina ligasa MAFbx aiin mas pronunciado.
Rio arriba de estas ubiquitina ligasas, podemos encontrar al factor de transcripcion NF«B, descrito
en los procesos proinflamatorios y la atrofia muscular, y el cual se encuentra fuertemente asociado
a la sobrexpresion de MURF1. Ademas de inducir la transcripcion de esta ubiquitina ligasa, tiene
un importante rol asociado a las citocinas proinflamatorias, siendo la més destacada TNFa, la cual
se encuentra elevada en el contexto de obesidad (Hotamisligil et al., 1993), quien induce su
activacion durante la inflamacion y el estrés oxidativo en diversos tejidos, incluyendo al musculo
esqueletico (Bhatnagar et al., 2010; Lightfoot et al., 2015).

Al analizar la expresion de este factor de transcripcion a nivel de ARNm, se observa que la dieta
materna obesogénica no tiene influencia sobre la expresion de este factor, pero la administracion
de Epi indujo una disminucion en la expresion transcripcional de NFxB (Fig. 13). Se sabe que el
flavonoide —(-)epicatequina podria ejercer cierta influencia sobre la expresion y funcion de NFKB,
de manera especifica se ha demostrado que la adicion de Epi en un modelo in vitro de adipocitos,
induce una disminucion en la activacion de NFkB y su interaccion con el ADN (Vazquez-Prieto et
al., 2012); también se ha demostrado que la administracion del flavonoide induce una disminucién
en la transcripcion de NFkB en tejido endotelial en un modelo de inflamacion inducida por dieta
aterogénica (Morrison et al., 2013), por lo que la presencia de Epi podria regular a la baja la
expresion de este factor de transcripcion.

Por otra parte, se encontré un aumento de la expresion proteica total de este factor secundario a
una dieta posnatal alta en grasas en el musculo gastrocnemio, al igual que en el grupo de

descendientes de madres con obesidad y una dieta posnatal alta en grasas (grupo MOHFD) en
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comparacion del grupo control (grupo C) (Fig. 17), indicando que la presencia de ambos estimulos,
no asi de uno sélo, induce un aumento pronunciado en la expresion de esta molécula. Algunos
estudios han descrito un aumento en la abundancia y activacion de este factor de transcripcion tras
una dieta alta en grasas en ratas (Sishi et al., 2011), asi como un aumento en la sefializacion mediada
por NFkB en estudios in vitro en miotubos sometidos a un exceso de sustratos energéticos (Nisr et
al., 2019), indicando que la obesidad podria inducir una activacion de este factor en mdsculo
esquelético. Aunque estos resultados parecen interesantes y en linea con los publicado en cuando
a NF-xB y las dietas obesogéncias, al realizar el anlisis de los niveles de fosforilacion de la
proteina, no se observan diferencias significativas entre los grupos, indicando que, aunque los
niveles totales del factor de transcripcion cambian con la presencia de estos estimulos, su actividad
como factor de transcripcion no es regulada mediante estas variables estudiadas.

Por otro lado, la cinasa p70S6 (p70s6K) se relaciona con la sintesis de proteinas musculares y el
proceso de generacion de nuevas fibras musculares, asimismo, esta proteina cuya activacion es
inducida por el eje PISBK/Akt/mTOR, es necesaria para que las fibras musculares alcancen su
tamafo habitual (Egerman y Glass, 2014). En cuanto a su funcion especifica, p70S6K fosforila a
la proteina ribosomal S6, induciendo la sintesis de proteinas en el ribosoma, lo que puede contribuir
al mantenimiento de la masa muscular.

Con respecto a nuestros resultados de la cinasa p70S6 (p70s6K), no encontramos cambios a nivel
de ARNm o a nivel de proteinas en los dos musculos de los grupos experimentales, asi como
tampoco influencia de la obesidad materna o tratamiento con Epi largo (Figs. 18 y 21).

Se han descrito alteraciones en la expresion de esta cinasa en el contexto de obesidad, pero la
evidencia resulta diversa. Algunos autores no han encontrado alteraciones en la activacion de esta
cinasa en el contexto de obesidad (Beals et al, 2019), mientras que otros, como Um y colaboradores

(2004) han determinado que p70S6K podria encontrarse hiperactivo en condiciones basales en
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musculo esquelético de ratones con obesidad, induciendo una regulacion negativa sobre la
sefializacion de la insulina por inhibicion de IRS1 rio arriba (Um et al., 2004). De igual manera, en
humanos con obesidad y diabetes, se observa una sobreactivacion de p70S6K en condiciones
basales, aunque una disminucion en la actividad de la cinasa al ser estimulada por insulina
(Williamson et al., 2015), lo que indica que en condiciones de obesidad podria encontrarse un
aumento en la fosforilaciéon de esta molécula, lo que induce cierta afectacion en la sefializacion de
la insulina mediada por IRS1. Esta evidencia parece sustentar que la modulacion de la cinasa
p70S6K puede llevarse a cabo mediante diversos estimulos, por lo que los resultados descritos en
este modelo no parecen concluyentes.

Finalmente se analizé el factor de diferenciacion muscular MyoD, el cual se encuentra disminuido
en el masculo gastrocnemio frente al estimulo de una dieta materna alta en grasas (Fig. 22), de
manera interesante, su expresion no se ve afectada por la presencia de una dieta posnatal alta en
grasas ni por el tratamiento con el flavonoide Epi. Este hallazgo podria indicar que frente al
estimulo deletéreo in Utero, las moléculas particularmente involucradas con la organogénesis y
diferenciacion de musculo esquelético podrian ser las méas afectadas. Se ha descrito que MyoD
juega un papel fundamental tanto en la diferenciacion de células satélites a miocitos en la vida
adulta(Pavlath et al., 2003; Karalaki et al, 2009) como en la miogénesis durante el periodo
embrionario (Wood et al., 2013), por lo que parece atractivo pensar que la obesidad materna es
capaz de afectar sobre todo las moléculas con un importante papel en esta ventana del desarrollo.

Por otra parte, en musculo séleo, no se observan cambios en la expresién de MyoD secundario a
ninguno de los tres estimulos presentados (Fig. 23), indicando nuevamente las diferencias entre los
procesos adaptativos de ambos musculos.

El presente estudio tiene limitaciones que incluyen el estudio de una sola edad de animales, la cual,

como se ha mencionado anteriormente, corresponde a una edad de adulto joven por lo que aun
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podrian existir mecanismos compensatorios de regulacion metabolica y estructural en el tejido de
musculo esquelético. Por otra parte, debido a la contingencia sanitaria por COVID-19, no fue
posible evaluar la expresion transcripcional de los genes en estudio en los grupos experimentales
CHFD, CHFD + Epi, MOHFD ni MOHFD + Epi, para el caso del masculo gastrocnemio, ni la
evaluacion transcripcional de los grupos experimentales C, C + Epi, MO, MO + Epi, CHFD, CHFD
+ Epi, MOHFD ni MOHFD + Epi en musculo séleo. De igual forma, no se pudieron analizar las
caracteristicas histoldgicas de los musculos, debido a la pérdida de los tejidos.

Por otra parte, tuvimos ciertas dificultades para evaluar la activacion mediada por fosforilacion del
factor de transcripcion NFkB en masculo soleo, lo anterior debido a la estabilidad de los grupos
fosfato en las muestras de musculo esquelético, por lo que los resultados de este muasculo no
cumplieron con la calidad deseada y se decidieron no incluir en el presente trabajo.

Finalmente, es importante mencionar que se trabajo con un protocolo de tratamiento largo con Epi
(90 dias), el cual es un esquema diferente en comparacion a la mayoria de los estudios en la
literatura que utilizan un tratamiento con Epi de 15 dias, por lo que la respuesta a este esquema
podria no haber sido tan eficaz, llevandonos a hipotetizar que el efecto de la —(-)epicatequina en el
presente modelo de estudio, podria ser dependiente del tiempo de administracion del flavonoide y

diferir de los resultados hasta ahora descritos en musculo esquelético.
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11. RESUMEN DE RESULTADOS
La obesidad materna no modificé la expresion transcripcional ni proteica de la ubiquitina ligasa
Murfl, sin embargo, la dieta posnatal alta en grasas indujo un aumento significativo en su expresion
en musculo gastrocnemio; este aumento se observo ain mas pronunciado en las crias de MO.
Se demostré que el grupo con doble estimulo (dieta materna obesogéncia acompafada de una dieta
posnatal alta en grasas).Por otra parte, la Epi ejerce un efecto a nivel transcripcional, al disminuir
la expresion de Murfl, sin embargo, no se observa el mismo efecto al analizar la expresion de la
proteina.
No encontramos diferencias en la expresion a nivel de ARNm de MAFbx en musculo gastrocnemio
0 sbleo en los descendientes macho obesos por programacion. Sin embargo, la dieta posnatal alta
en gracias indujo un aumento en la expresion proteica de este factor, tanto en musculo gastrocnemio
como soéleo; y de manera particular en éste ultimo, la combinacién del doble estimulo (obesidad
por programacion + dieta alta en grasas) aumento la expresion a nivel proteico de MAFbx, de
manera importante. Para el caso de esta molécula, el tratamiento con Epi no indujo cambios en su
expresion.
El analisis de la expresion de NFxB, demostré un aumento de la proteina total secundario a una
dieta posnatal alta en grasas en musculo gastrocnemio, pero no en su forma fosforilada. A nivel
transcripcional, la Epi disminuy6 la expresion de este factor de transcripcion. La expresion
transcripcional o proteica de la cinasa p70S6K no se modificd en ninguno de los grupos
experimentales.
El factor de diferenciacion muscular MyoD, mostrd una disminucion de su expresion secundario a
la presencia de una dieta materna obesogénica en musculo gastrocnemio, pero no en el musculo

soleo.
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12. RESUMEN GRAFICO DE RESULTADOS
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Se utilizé un modelo animal con ratas macho Wistar provenientes de madres control o con dieta
alta en grasas; durante la vida posnatal fueron alimentadas con una dieta control o alta en grasas y
se evalud la administracion de Epi durante 13 semanas posteriores al destete.

En masculo gastrocnemio, se demostro que la administracion de Epi durante 13 semanas indujo
una disminucion en la expresion transcripcional de Murfl y NF-«xB. En este mismo mdsculo, la
dieta posnatal alta en grasas indujo un aumento en la expresion proteica de MURF, MAFbx y NFkB
total; por otra parte, la dieta materna alta en grasas indujo una disminucion en la expresion proteica
del factor de diferenciacion muscular MyoD. En masculo gastrocnemio no se observaron cambios
en la expresion de la cinasa inductora de hipertrofia muscular p70S6K-a.

En musculo soleo, la dieta posnatal alta en grasas indujo un aumento en la expresion de MAFbx,
sin embargo la proteina MURF, p70S6K-0, ni MyoD presentaron cambios secundarios a la

presencia de alguna de las 3 variables en estudio.
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13. CONCLUSIONES
La administracion del flavonoide Epi es capaz de inducir una disminucion a nivel transcripcional
en la expresion de los inductores de atrofia muscular Murfl y NFxB, indicando un potencial papel
benéfico en la reduccién del fendmeno de atrofia muscular. Al analizar la influencia del factor de
la obesidad matera, se observa que ésta es capaz de disminuir la expresién proteica del factor de
diferenciacion muscular MyoD, poniendo de manifiesto que el ambiente obesogénico in Utero
podria modular la diferenciacion muscular posnatal. Por otra parte, la dieta posnatal alta en grasas
ocasiona un aumento en la expresion de las proteinas MURF1y MAFbx, relacionadas con la atrofia
musculoesquelética, la cual podria estar relacionada con el fendmeno de obesidad posnatal.
Finalmente, la expresion proteica de p70S6K-a cinasa relacionada con la hipertrofia muscular, no

fue modificada por alguna de las variables estudiadas en el modelo.

14. PERSPECTIVAS

En el presente estudio evaluamos genes y proteinas relacionados con la atrofia y la hipertrofia no
patoldgica del musculo esquelético, sin embargo, las vias de sefializacion que conducen a la
modificacion de las moléculas estudiadas son diversas, por lo que seria de interés explorar rio
arriba, las cascadas de sefializacion que son principalmente moduladas por nuestras variables de
estudio y que pueden conducir a las modificaciones observadas en MURF, MAFbx, NF«B,
p70S6K-a y MyoD.

De igual manera, decidimos evaluar una edad joven de ratas para determinar el efecto de estas
variables, sin embargo, sera interesante evaluar estas moléculas en una edad més avanzada de los
animales, con el propdsito de determinar si con el proceso natural de envejecimiento, el efecto
potencialmente deletéreo de las dietas obesogénicas (materna o posnatal) tiene un efecto mas

pronunciado sobre el tejido musculoesquelético.
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Finalmente, resulta de relevancia considerar evaluar un periodo corto de administracion de —(-)
epicatequina, por ejemplo, de 2 semanas, el cual ha sido abundantemente descrito y podria
determinar si un tratamiento corto bajo las mismas condiciones de estudio presenta efectos distintos

a los observados con una administracion larga del flavonoide.
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15. TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla 1. Resultados estadisticos de la expresion transcripcional relativa a pactina en musculo

gastrocnemio de los genes A) Murfl, B) MAFbx, C) NFkB y D) p70S6K-a mediante la prueba

ANOVA de dos vias. Se evaluaron las variables dieta materna y tratamiento con Epi durante 90

dias.
A)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
Dieta Materna 15.6 0.042 F (1, 20) = 4.699
Tratamiento Epi 16.83 0.036 F (1, 20) = 5.068
Dieta Materna x Tratamiento Epi 1.149 0.563 F (1, 20) = 0.3460
B)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
Dieta Materna 2.159 0.4712 F (1, 20) = 0.5393
Tratamiento Epi 13.45 0.0817 F (1, 20) = 3.361
Dieta Materna x Tratamiento Epi 4.32 0.3113 F (1, 20) =1.079
)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
Dieta Materna 0.9452 0.6306 F (1, 20) = 0.2385
Tratamiento Epi 19.59 0.0379 F (1, 20) =4.942
Dieta Materna x Tratamiento Epi 0.1956 0.8265 F (1, 20) = 0.04934
D)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
F (1, 20) =
Dieta Materna 0.003491 0.9789 0.0007170
Tratamiento Epi 2.431 0.488 F (1, 20) = 0.4992
Dieta Materna x Tratamiento Epi 0.1886 0.8459 F (1, 20) =0.03874
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Tabla 2. Resultados estadisticos de la expresion proteica relativa a GAPDH en musculo
gastrocnemio de las proteinas A) MURF, B) MAFbx, C) NF«B, D ) pNF«B / NFkB, E) p70S6K-
ay F) pp70S6K-a/ p70S6K-a mediante la prueba ANOVA de tres vias. Se evaluaron las

variables dieta materna, dieta posnatal y tratamiento con Epi durante 90 dias.

A)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
Dieta Materna 2.971 0.1688 F (1, 40) = 1.964
Dieta Posnatal 33.23 <0.0001 F (1, 40)=21.97
Tratamiento Epi 0.3371 0.6395 F (1, 40) = 0.2228
Dieta Materna x Dieta Posnatal 0.02826 0.892 F (1, 40) = 0.01869
Dieta Materna x Tratamiento Epi 0.03021 0.8883 F (1, 40) = 0.01997
Dieta Posnatal x Tratamiento Epi 0.367 0.625 F (1, 40) = 0.2426
Dieta Materna x Dieta Posnatal x
Tratamiento Epi 2.53 0.2034 F (1, 40)=1.672
B)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
Dieta Materna 2.76 0.2498 F(1,40)=1.364
Dieta Posnatal 14.82 0.01 F (1, 40) =7.323
F (1, 40) =
Tratamiento Epi 0.01362 0.935 0.006732
Dieta Materna x Dieta Posnatal 0.5283 0.6122 F (1, 40) =0.2611
Dieta Materna x Tratamiento Epi 0.687 0.5633 F (1, 40) = 0.3396
F (1, 40) =
Dieta Posnatal x Tratamiento Epi 0.0002076 0.992 0.0001026
Dieta Materna x Dieta Posnatal x
Tratamiento Epi 0.2672 0.7182 F (1, 40)=0.1321
C)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
Dieta Materna 0.1112 0.7928 F (1, 40) = 0.06994
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Dieta Posnatal 22.79 0.0005 F (1, 40) = 14.33
Tratamiento Epi 0.2343 0.7031 F (1,40)=0.1474
Dieta Materna x Dieta Posnatal 2.44 0.2226 F (1, 40) = 1.535
Dieta Materna x Tratamiento Epi 4.704 0.0932 F (1, 40) = 2.959
Dieta Posnatal x Tratamiento Epi 6.007 0.059 F (1, 40) =3.779
Dieta Materna x Dieta Posnatal x
Tratamiento Epi 0.1198 0.7852 F (1, 40) = 0.07532
D)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
Dieta Materna 1.269 0.4665 F (1, 40) = 0.5405
Dieta Posnatal 0.5492 0.6312 F (1, 40) = 0.2340
Tratamiento Epi 0.3043 0.7207 F (1, 40) = 0.1296
Dieta Materna x Dieta Posnatal 2.979 0.2666 F (1, 40) =1.269
F (1, 40) =
Dieta Materna x Tratamiento Epi 0.003531 0.9693 0.001504
F (1, 40) =
Dieta Posnatal x Tratamiento Epi 0.0007762 0.9856 0.0003307
Dieta Materna x Dieta Posnatal x
Tratamiento Epi 1.006 0.5165 F (1, 40) = 0.4285
E)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
Dieta Materna 5.877 0.0671 F (1, 40) = 3.542
Dieta Posnatal 1.809 0.3027 F (1, 40) =1.090
Tratamiento Epi 0.605 0.5493 F (1, 40) = 0.3646
Dieta Materna x Dieta Posnatal 0.1937 0.7344 F (1, 40)=0.1167
Dieta Materna x Tratamiento Epi 1.743 0.3115 F (1, 40) =1.051
Dieta Posnatal x Tratamiento Epi 5.966 0.0652 F (1, 40) = 3.596
Dieta Materna x Dieta Posnatal x
Tratamiento Epi 17.44 0.0024 F (1, 40) =10.51
F)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
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Dieta Materna 0.4012 0.6492 F (1, 40) =0.2101
Dieta Posnatal 7.521 0.0541 F (1, 40) = 3.939
Tratamiento Epi 2.824 0.2311 F (1, 40) =1.479

F (1, 40) =

Dieta Materna x Dieta Posnatal 0.01161 0.9382 0.006082
Dieta Materna x Tratamiento Epi 2.762 0.2362 F (1, 40) = 1.446
Dieta Posnatal x Tratamiento Epi 4.799 0.1208 F (1, 40) =2513

Dieta Materna x Dieta Posnatal x

Tratamiento Epi 5.302 0.1034 F (1, 40)=2.777

Tabla 3. Resultados estadisticos de la expresion proteica relativa a GAPDH en musculo séleo de
las proteinas A) MURF, B) MAFbx, C) p70 y D) pP70/p70 mediante la prueba ANOVA de tres
vias. Se evaluaron las variables dieta materna, dieta posnatal y tratamiento con Epi durante 90

dias.
A)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
Dieta Materna 1.01 0.4882 F (1, 40) = 0.4895
Dieta Posnatal 6.076 0.094 F (1,40)=2.944
Tratamiento Epi 0.08903 0.8365 F (1, 40) = 0.04313
Dite Materna x Dieta Posnatal 7.584 0.0624 F (1, 40) = 3.674
Dieta Materna x Tratamiento Epi 0.03998 0.89 F (1, 40) = 0.01937
Dieta Posnatal x Tratamiento Epi 2.248 0.303 F (1, 40) = 1.089
Dieta Materna x Dieta Posnatal x
Tratamiento Epi 0.3814 0.6696 F (1, 40) = 0.1848
B)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
Dieta Posnatal 7.766 0.0475 F (1, 40) =4.181
Tratamiento Epi 4.733 0.1183 F (1, 40) = 2.548
Dite Materna x Dieta Posnatal 1.319 0.4044 F (1, 40) =0.7102
Dieta Materna x Tratamiento Epi 3.312 0.1893 F (1, 40)=1.783
Dieta Posnatal x Tratamiento Epi 1.81 0.3296 F (1, 40) =0.9743
Dieta Materna x Dieta Posnatal x
Tratamiento Epi 0.06672 0.8506 F (1, 40) = 0.03592
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C)

% de variacion

Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
Dieta Materna 0.3983 0.6843 F (1, 40) =0.1677
Dieta Posnatal 0.2253 0.7597 F (1, 40) = 0.09489
Tratamiento Epi 0.5547 0.6315 F (1, 40) = 0.2336
Dieta Materna x Dieta Posnatal 2.077 0.3552 F (1, 40) = 0.8749
Dieta Materna x Tratamiento Epi 0.1162 0.826 F (1, 40) = 0.04895
Dieta Posnatal x Tratamiento Epi 1.24 0.474 F (1, 40) = 0.5224
Dieta Materna x Dieta Posnatal x
Tratamiento Epi 0.4188 0.6767 F (1, 40) = 0.1764
D)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
Dieta Materna 0.03503 0.9027 F (1, 40) =0.01514
Dieta Posnatal 0.8707 0.5431 F (1, 40) =0.3762
F (1, 40) =
Tratamiento Epi 0.0208 0.9249 0.008988
Dieta Materna x Dieta Posnatal 3.021 0.26 F (1, 40) =1.305
Dieta Materna x Tratamiento Epi 0.122 0.8196 F (1, 40) = 0.05270
Dieta Posnatal x Tratamiento Epi 3.1 0.254 F (1, 40) =1.340
Dieta Materna x Dieta Posnatal x
Tratamiento Epi 0.2611 0.7387 F(1,40)=0.1128

Tabla 4. Resultados estadisticos de la expresion proteica relativa a GAPDH en masculo A)

gastrocnemio y B) séleo de la proteina MyoD mediante la prueba ANOVA de tres vias. Se

evaluaron las variables dieta materna, dieta posnatal y tratamiento con Epi durante 90 dias.

A)

% de variacion

Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
Dieta Materna 15.36 0.0061 F (1, 40) = 8.373
Dieta Posnatal 1.698 0.3418 F (1, 40) = 0.9257

Tratamiento Epi 3.336 0.1851 F (1, 40)=1.818
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Dieta Materna x Dieta Posnatal 4.329 0.1324 F (1, 40) = 2.359
Dieta Materna x Tratamiento Epi 0.7383 0.5295 F (1, 40) = 0.4024
Dieta Posnatal x Tratamiento Epi 1.04 0.4558 F (1, 40) = 0.5671
Dieta Materna x Dieta Posnatal x

Tratamiento Epi 0.1078 0.8097 F (1, 40) = 0.05874
B)
% de variacion
Fuente de variacion total valor de p F (DFn, DFd)
F (1, 40) =
Dieta Materna 0.01283 0.9417 0.005418
Dieta Posnatal 0.7514 0.5764 F (1, 40)=0.3173
Tratamiento Epi 2.599 0.3011 F (1, 40) = 1.097

Dieta Materna x Dieta Posnatal 0.1886 0.7792 F (1, 40) = 0.07964
Dieta Materna x Tratamiento Epi 0.2759 0.7347 F (1, 40) =0.1165
Dieta Posnatal x Tratamiento Epi 1.058 0.5077 F (1, 40) = 0.4468
Dieta Materna x Dieta Posnatal x

Tratamiento Epi 0.3846 0.6891 F (1, 40)=0.1624
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