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RESUMEN

Diversos estudios epidemioldgicos sugieren que los hijos de madres obesas son
propensos a acumular grasa corporal en exceso y desarrollar enfermedades
metabdlicas. Los modelos con animales experimentales han confirmado que las
crias de madres obesas exhiben mayor adiposidad, resistencia a la insulina (RI),
dislipidemia y secrecién anormal de adipocinas de una manera especifica respecto
al sexo, lo que podria estar relacionado con la hipertrofia del tejido adiposo. Sin
embargo, las alteraciones en el mecanismo de expansion del tejido adiposo que
promueven la hipertrofia y que son programadas por la obesidad materna no son
bien conocidas. Por lo tanto, el propdsito de este trabajo fue elucidar el mecanismo
de expansion del tejido adiposo que promueve la hipertrofia y en consecuencia la
disfuncion metabdlica en machos y hembras descendientes de madres obesas.
Para esto, ratas hembra de la cepa Wistar (FO), fueron destetadas ya sea con dieta
control (C = 4 Kcal / g) o dieta alta en grasa (OM =5 Kcal / g) alos 21 dias de edad
(d) y se aparearon con machos no experimentales a los 120 d. Las crias
descendientes (F1) de los grupos (C y OM, n = 8 camadas /grupo) se destetaron
con dieta C en el dia postnatal (DPN) 21.Un macho y una hembra F1 de diferente
camada fueron eutanizados a los 110 DPN para llevar a cabo el muestreo
sanguineo y diseccion del Tejido Adiposo (TA); se determind la concentracion
sanguinea de glucosa, triglicéridos y leptina; las proporciones de adipocitos grandes
y pequefos se analizaron en cortes de TA retroperitoneal mediante el modelaje con
la distribucibn gamma. Asi mismo, se evalud la expresion de 84 genes asociados a
la expansion del TA mediante un arreglo de RT-PCR. Asi mismo se determiné la
expresion de genes maestros de la adipogénesis PPAR-y y CEBP-a en la Fraccion
Estromal Vascular (FEV) del TA por su alto contenido de precursores del adipocito.
A pesar que tanto el peso corporal como la ingesta de alimento fueron similares en
los grupos F1, machos y hembras OM mostraron mayor masa de grasa visceral en
la diseccion. Se observo mayor RI e hipertrigliceridemia en machos y hembras OM
e hiperleptinemia en los machos OM pero no en hembras. Los F1 OM tuvieron
mayor tamafio de adipocito, con menor proporcién de adipocitos pequefios (en
machos: C = 10%, OM =0.1% y hembras; C = 10%, OM = 0.4%), y mayor proporcion
de adipocitos grandes (en machos: C = 10%, OM = 69% y mujeres: C = 10%, OM =
39%). El perfil de expresion de F1 OM, en los machos OM mostré6 53 genes
regulados a la baja, los cuales fueron asociados a vias proliferativas (WNT, ciclo
celular y activaciéon de receptores nucleares), en las hembras OM 15 genes
regulados a la alta, los cuales fueron asociados a la acumulacion de grasa (por la
via de la MAPK). En la FEV de F1 OM, se observé mayor expresion de PPAR-y
(asociado a la fase de compromiso de los preadipocitos). Sin embargo, en el grupo
OM la expresion de CEBP-a (relacionada con la ganancia de funciones), se redujo
en los machos y aumento en las hembras. En conclusion, en F1 OM la acumulacion
excesiva de TA, en los machos se puede explicar principalmente por alteraciones
en la diferenciacion terminal del adipocito, que origina adipocitos disfuncionales y
en las hembras principalmente por alteraciones que promueven mayor acumulacién
de grasa en el adipocito.



ABSTRACT

Several epidemiological studies suggest that obese mother’s offspring are prone to
accumulate excessive body fat and metabolic disease. Experimental animal models
have confirmed that obese mothers’ offspring exhibit greater adiposity with insulin
resistance (IR), dyslipidemia and altered adipokine secretion in a sex-specific
manner, which might be related to adipose hypertrophy. However, alterations
leading to increased adipose tissue expansion programmed by maternal obesity are
not well understood. Therefore, this work aimed to elucidate the adipose tissue
mechanism of expansion that promotes the hypertrophy, leading to metabolic
dysfunction in male and female obese mother’s offspring. For this, female Wistar
rats (FO) were weaned either onto a control (C = 4 Kcal/g) or high fat (OM =5 Kcal/g)
diet at 21 days of age (d) and mated with non-experimental males at 120 d. Offspring
(F1) of both groups (C and OM, n=8 litters/group) were weaned at postnatal day
(PND) 21 onto C diet. One male and female F1 from different litter were euthanized
at PND 110 for blood sampling and Adipose Tissue (AT) dissection; blood glucose,
triglicerides, insulin and leptin levels were determined; large and small adipocyte
proportions were analized in retroperitoneal AT histological sections by gamma
distribution modelling. As well, expression of 84 genes realted to AT expansion were
evaluated through RT-PCR array and the expression adipogenesis master regulator
genes PPAR-y and CEBP-a were determined in the Stromal Vascular Fraction (SVF)
of AT due to its high content of adipocyte precursors.Despite of similar F1 body
weight and food intake, OM males and females showed greater visceral fat mass at
dissection. IR and hypertriglyceridemia were observed in OM male and female F1
and hiperleptinemia in OM males but not in females. OM F1 groups had greater
adipocyte size, with decreased proportion of small adipocytes (in males: C=10%,
OM=0.1% and females; C=10%, OM= 0.4%), and increased proportion of large
adipocytes (in males: C=10%, OM = 69% and females: C=10%, OM=39%). The OM
F1 expression profile in males showed 53 down-regulated genes associated to
proliferative pathways (WNT, cell cycle and nuclear receptor activation) and in OM
females 15 up-regulated genes associated to fat accumulation (by AMPK pathway).
In F1 SVF, an increased expression of PPAR-y (related to preadipocyte
commitment) was observed in OM groups. However, CEBP-a (related to gaining of
function) was reduced in OM males and increased in OM females. In conclusion, the
F1 OM AT accumulation, in males can be explained to a large extent by alteration in
terminal adipocyte differentiation, which originates dysfunctional adipocytes and in
females, largely due to alterations leading to increased fat accumulation into
adipocyte.



ANTECEDENTES

ORIGENES EN EL DESARROLLO DE LA SALUD Y LA ENFERMEDAD

En los ultimos 50 afios, multiples estudios epidemiolégicos han demostrado que
existe una asociacion estrecha entre diversas condiciones ambientales
desfavorables durante el desarrollo fetal y neonatal, con una mayor predisposicion
a enfermedades en la vida adulta (Gluckman, Buklijas, & Hanson, 2016). Sin
embargo, fue hasta los afios 80 que los estudios epidemiolégicos de David Baker
permitieron establecer la hip6tesis de la programacioén del desarrollo, la cual postula
gue diversos estimulos ambientales durante periodos criticos del desarrollo como
la gestacion y la lactancia pueden tener efectos fisiolégicos adversos a largo plazo
(D. J. Barker, 1995; D. J. P. Barker, 1998). Se ha descrito a esos efectos como
consecuencias cardiacas, metabdlicas (D. J. Barker, 2007; D. J. Barker & Osmond,
1986), enddcrinas (Gore, 2015), en la funcion reproductiva (Ho et al., 2017) e incluso

a nivel conductual (Van Den Bergh, 2011).

Actualmente, los postulados de la hipotesis de la programacion del desarrollo se
han entendido como un proceso fisioldgico, donde un mismo genotipo es capaz de
dar origen a multiples rasgos fenotipicos permanentes, en respuesta a diversos
factores ambientales. La hipotesis de la programacion del desarrollo ha
evolucionado (Wadhwa, Buss, Entringer, & Swanson, 2009) hasta convertirse en el
concepto de los origenes en el desarrollo de la salud y la enfermedad (DOHaD por
sus siglas en inglés), en el cual se concibe que la respuesta de un organismo a un
reto ambiental especifico durante una ventana critica del desarrollo es capaz de
alterar la trayectoria del desarrollo de un organismo. En consecuencia, una
alteracion en este proceso, resultara en efectos en la salud que persisten a lo largo
de la vida (E. Zambrano & Nathanielsz, 2013).



Dentro del concepto DOHaD, se denominan ventanas criticas del desarrollo a las
etapas de la vida en donde es méas probable que los organismos expresen
modificaciones fenotipicas en respuesta a determinados factores ambientales
(Burggren & Mueller, 2015). Asi mismo, es ampliamente aceptado que las ventanas
criticas del desarrollo més importantes son la embriogénesis, la vida fetal y neonatal,
(Rosenfeld, 2016). Sin embargo, se ha descrito que desde la formacién de gametos,
la fecundacion, el desarrollo embrionario y fetal, asi como durante las etapas
correspondientes a la infancia y la adolescencia, los organismos poseen una gran
plasticidad fenotipica en comparacion con etapas posteriores (Bateson et al., 2004).
Es decir, muestran una alta capacidad de respuesta ante estimulos especificos,
como la alta o baja disponibilidad de nutrientes, baja concentracion de oxigeno,
niveles hormonales inadecuados y exposicion a contaminantes, entre otros

(Heerwagen, Miller, Barbour, & Friedman, 2010).

Debido a que el desarrollo de los tejidos ocurre en diversos periodos especificos del
ciclo de vida de un organismo, las ventanas criticas de programacion también seran
especificas para cada uno de ellos. En el caso de los roedores, algunos 6rganos y
sistemas se encuentran plenamente desarrollados antes del nacimiento, mientras
gue otros como el cerebro, el sistema inmunoldgico y los mecanismos de control
metabolico se continuaran desarrollando durante la infancia (Heindel & Vandenberg,
2015). Ademas, existen procesos en el desarrollo temprano que contribuyen al
incremento en la susceptibilidad de un organismo para ser programado por
estimulos ambientales especificos. Por ejemplo, durante la embriogénesis, la
formacion del organismo depende de la proliferacion y maduracion de células
pluripotenciales, las cuales tienen la capacidad de diferenciarse en cualquier tipo de
célula. Por lo tanto, es necesario el control riguroso de la proliferacion y maduracion
de las células embrionarias, el cual es ejercido por medio de hormonas y otras
moléculas de sefializacién (Boklage, 2012). En consecuencia, si hay perturbacion
de los mecanismos de sefializacién que regulan la proliferacion y/o diferenciacion
de las células embrionarias, el desarrollo de diversos 6rganos y tejidos puede ser

modificado.



Debido a que los sistemas centrales de la regulacion enddécrina son establecidos
durante la gestacion, si ocurren perturbaciones que interfieran con la sefalizacién
hormonal, es posible que estos sistemas no se establezcan de forma adecuada, lo
gue también puede contribuir al desarrollo de efectos fisioldégicos adversos en la
vida posnatal (P. D. Taylor & Poston, 2007). Por ejemplo, se sabe que durante el
desarrollo embrionario y fetal de los mamiferos se establece el eje hipotdlamo-
hipofisis-adrenal , el cual constituye un mecanismo de control hormonal que
participa en diversas funciones fisioldégicas, como la respuesta al estrés, la digestion,
la respuesta inmune, la conducta sexual y el metabolismo energético. Se considera
que este mecanismo de control enddcrino es vulnerable durante la gestacion y la

lactancia (Montenegro, Nascimento, Assis, & Santos-Lopes, 2019).

CARACTERISTICAS DE LA PROGRAMACION DEL DESARROLLO

Los estudios llevados a cabo bajo el enfoque del concepto DOHaD confirman que
los cambios programados durante etapas criticas del desarrollo se manifiestan a
largo plazo,. Incluso, es comun observar diversos rasgos fenotipicos que solo se
hacen evidentes en periodos posteriores al insulto ambiental que los origind. Los
cambios fenotipicos programados que se manifiestan a largo plazo podrian
explicarse, al menos en parte, por mecanismos epigenéticos (Heerwagen et al.,
2010), en los cuales ocurren modificaciones covalentes en el DNA que no alteran la
secuencia de nucleotidos, pero establecen marcas que codifican la manera y el
momento en que serd expresado el genoma. Estas marcas, que en conjunto se
denominan epigenoma, puede ser transmitido de una célula a otra durante la
divisién celular (Nicholson, Veland, & Chen, 2015).


https://es.wikipedia.org/wiki/Estr%C3%A9s
https://es.wikipedia.org/wiki/Digesti%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Sistema_inmune
https://es.wikipedia.org/wiki/Metabolismo

Debido al caracter dinAmico del epigenoma, éste se expresa de manera
relativamente invariable una vez que los tejidos son formados, de tal manera que
las modificaciones epigenéticas originadas en el desarrollo temprano pueden ser
mantenidas mediante circuitos de retroalimentacion positiva y negativa, dando lugar
a cambios estables en la expresion de genes metabdlicos y los genes reguladores
de su transcripcion (Heerwagen et al., 2010).

En el presente trabajo, se abordan Unicamente efectos de tipo intergeneracional, en
los que el estado metabdlico materno (FO) tiene un efecto importante en la vida
posnatal de los descendientes (F1). Estos efectos, se denominan de tipo
intergeneracional(Anway, Cupp, Uzumcu, & Skinner, 2005), porque aunque la
exposicion ambiental ocurra sobre la generacion materna (F0), el estado metabdlico
de la madre durante fases pre gestacionales impactara en las células germinales
gue daran origen a F1 y en las etapas correspondientes a la gestacion y lactancia,

impactara directamente sobre F1.

Es importante sefalar que los efectos fisiologicos programados que pueden ser
heredados a lo largo de diferentes generaciones, tanto por via materna como por
via paterna, también son objeto de estudio en el contexto del concepto DOHabD.
Dicha transmision fenotipica, incluye componentes que son heredados por
mecanismos que no implican cambios en la secuencia de nucléotidos de los genes
transmitidos de padres a hijos (Heerwagen et al., 2010) manteniendo los efectos
transgeneracionales, los cuales pueden manifestarse como alteraciones de
procesos bioldgicos asociados al desarrollo como la expresion génica y propension

a enfermedades.

Dentro del contexto DOHaD del concepto, se denominan efectos
transgeneracionales a los cambios fenotipicos que permanecen en la vida posnatal
a partir de los descendientes F2 si los sujetos FO que fueron expuestos al estimulo
programador fueron machos; y a partir de los descendientes F3 si los sujetos FO
gue fueron expuestos al estimulo programador fueron hembras (Ambeskovic,

Roseboom, & Metz, 2017). Cabe aclarar que se hace esta distincion debido a que
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las células germinales que dan origen a la generacién F2, se encuentran presentes
desde el desarrollo embrionario de las hembras F1 (Fig. 1). Por lo tanto, los efectos
fenotipicos heredados de forma transgeneracional solo se pueden explicar por la
transmision de marcas epigenéticas originadas por la exposicion de la células
germinales a diversos estimulos programadores (Ambeskovic et al., 2017).

Programacién por via materna Programacién por via paterna

Insulto
Fisiologico

Efectos intergeneracionales
(Por exposicién directa al
F2 F1 insulto fisiol6gico) F

pa
- N\

Efectos transgeneracionales
F3 (Sin exposicion directa al insulto F2

. ‘ ‘ fisioldgico) . .

XX

Figura 1. Efectos de la programacién del desarrollo. Las alteraciones programadas por via
materna en los descendientes F1y F2 y por via paterna en los descendientes F1 son considerados
como efectos intergeneracionales por que al menos las lineas germinales de los descendientes han
tenido exposicion directa al insulto fisiolégico que los originé.

Es ampliamente aceptado que la programacion del desarrollo ocurre de manera
especifica dependiendo del sexo. De hecho, cada vez hay mas evidencia de que
diversos efectos fisioldégicos son programados de manera diferente en machos y
hembras, aun cuando éstos hayan ocurrido en respuesta a un mismo reto en la

misma ventana de desarrollo (Junien, Fneich, Panchenko, Voisin, & Gabory, 2015).



Existen diversas posibilidades para explicar estas diferencias, una de ellas podria
deberse a la diferencia que existe entre hembras y machos en la temporalidad del
desarrollo de diversos érganos y sistemas. Quizas el ejemplo méas claro de las
diferencias en el desarrollo de los organismos asociadas al sexo, sea el desarrollo
de los sistemas reproductivos, que incluyen la formacién de gametos. Las ventanas
criticas de programacion para las células germinales son distintitas entre hembras
y machos, debido a que las células germinales que dan origen a los évulos entran
en meiosis desde etapas prenatales y completan las fases iniciales de este proceso
antes del nacimiento; mientras que las células germinales que dan origen a los
espermatozoides, soélo lo hacen después del nacimiento (Ho et al., 2017). Por lo
tanto, las ventanas criticas de programacion para las células germinales seran
distintas entre hembras y machos. Sin embargo, no se han determinado los
mecanismos moleculares que originan los cambios fisiol0gicos especificos de cada
sexo, asi cOmo en otros Organos y sistemas compartidos por ambos sexos.
Tampoco se ha establecido, la manera en que estos cambios, posteriormente son
mantenidos, borrados o incluso como es que dan origen a nuevos cambios (Junien
et al., 2015)

OBESIDAD MATERNA EN EL CONTEXTO DEL CONCEPTO DOHaD

Estudios epidemiologicos y con modelos animales indican que la obesidad materna
impacta de manera adversa tanto en la salud de la madre como en el fenotipo de
sus descendientes, predisponiéndolos a enfermedades cronicas degenerativas en
la vida posnatal que incluyen obesidad, dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2 e

hipertension (E. Zambrano, Ibafiez, et al., 2016).



La mayor parte de estudios epidemiolégicos que analizan las consecuencias de la
obesidad materna desde el enfoque del concepto DOHaD, se basan
frecuentemente en el andlisis de la composicion corporal y diversos parametros
fisiolégicos en descendientes de madres obesas a edades tempranas como la
infancia y la adolescencia. En este contexto, se ha asociado la obesidad materna a
mayor riesgo de obesidad en los descendientes. Por ejemplo: en una cohorte de
8,984 nifios de 1 a 4 afios de edad, se demostro que el 24.1% de los descendientes
de madres con obesidad gestacional eran obesos a los 4 afios de edad, mientras
gue solo el 9.0% de los descendientes de madres de peso gestacional normal fueron
obesos. En otra cohorte de 4,871 familias, se observo en los hijos de madres con
obesidad pre-gestacional, que el riesgo de obesidad fue 3.84 veces mayor al de los
hijos de madres de peso normal a la edad de 6 afios (Gaillard et al., 2014).

Se ha sugerido que el indice de Masa Corporal (IMC) materno previo al embarazo,
asi como la ganancia de peso durante la gestacion aun en madres no
necesariamente obesas, estan asociadas directamente con la adiposidad y la
distribucion de grasa corporal en los descendientes durante la infancia (Godfrey et
al., 2017). De tal manera que se ha establecido una relacion directa entre el IMC
materno y la cantidad de grasa corporal de los descendientes, la cual ha sido
determinada mediante técnicas no invasivas para el analisis de la composicion
corporal. Por ejemplo: en una cohorte con 1090 pares de madres e hijos se
determin6é que un exceso de 5 kg/m? en IMC materno pre-gestacional se asocia a
un incremento de 0.92 kg de grasa corporal en los hijos de los 6 a 10 afios de edad,;
asi mismo, se observd que un exceso de 5 kg en la ganancia de peso corporal
materno durante la gestacién produjo en los hijos, un incremento de 0.33 kg de
grasa total y un incremento de 6 % en la concentracién de leptina (Perng, Gillman,
Mantzoros, & Oken, 2014).

De acuerdo a todas estas observaciones, es plausible que las consecuencias de la
obesidad materna en los descendientes permanezcan e incluso se agudicen a largo
plazo. A este respecto, se ha demostrado que el exceso de peso infantil durante la

edad de 3 tres afios en adelante estéa relacionado con riesgo posterior a enfermedad
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coronaria (Baker, Olsen, & Sorensen, 2007), diabetes mellitus tipo 2 (Bhargava et
al., 2004) y sindrome metabdlico (Sachdev et al., 2009).

Aunque desde el enfoque epidemiolégico del concepto DOHaD, se han asociado
diversas condiciones fisioldgicas maternas con el fenotipo de los descendientes, la
investigacion prospectiva de cohortes en poblaciones humanas, resulta compleja,
costosa e involucra la influencia de variables no controlables tanto de origen
genético como ambiental (P. D. Taylor & Poston, 2007) por lo que dentro del campo
de investigacion del concepto DOHaD, resulta necesario el uso de modelos
experimentales, principalmente para disminuir la influencia de variables de tipo

genético y ambientales.

Se han desarrollado diversos modelos con animales experimentales para recrear
las condiciones epidemioldgicas asociadas a la obesidad materna. Existen ventajas
metodoldgicas que sblo se pueden obtener al utilizar modelos animales en los
estudios realizados dentro del contexto del concepto DOHaD. Por ejemplo,
mediante las cruzas consanguineas, es posible reducir la variabilidad genética de
los sujetos experimentales. Tal vez , la razén mas importante consiste en que el uso
de modelos animales ofrece la posibilidad de controlar estrechamente las
condiciones ambientales (Paul D. Taylor et al., 2018). En este sentido, los modelos
animales resultan ventajosos sobre los estudios epidemioldgicos, porque a tales se
puede controlar en gran medida las variables confusoras y es posible establecer
relaciones causa-efecto con mayor precision. Por lo tanto, estos modelos permiten
disefar experimentos desde una visidon mecanicista y en donde se pueden generar
hipétesis comprobables que pueden traducirse en estudios clinicos (Paul D. Taylor
et al., 2018).

Es comuan el uso de roedores como modelos de obesidad materna, por diversas
razones. Una de ellas es porgue los roedores comparten con los seres humanos el
99% de genes y presentan diversos sistemas fisiol6gicos altamente conservados.

Ademas, tienen ciclos de vida relativamente cortos. En el campo de estudio
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especifico para la obesidad materna, el uso de roedores es considerado adecuado
para la evaluacion de los efectos metabolicos programados, debido a la similitud de
diversos parametros bioquimicos existentes entre el perfil metabdlico de ratas y el
de humanos durante los periodos de gestacion y lactancia (Corvino et al., 2015).

TEJIDO ADIPOSO DE LOS DESCENDIENTES DE MADRES OBESAS

El ambiente uterino puede sustancialmente modificar la manera en que el genoma
fetal es expresado, lo que puede ejercer efectos estimulatorios en el crecimiento
fetal y en la adiposidad (Heerwagen et al., 2010). El tejido adiposo representa uno
de los o6rganos (Cinti, 2005) mas susceptibles para ser programados por la obesidad
materna (Butte, 2000), el cual se caracteriza por su gran capacidad para adaptarse
y expandirse en respuesta a estimulos ambientales, especialmente ante una
provision energética excesiva, ya sea mediante la hipertrofia del tejido adiposo y/o
el reclutamiento y proliferacion de células precursoras (Pellegrinelli, Carobbio, &
Vidal-Puig, 2016).

Debido a la gran capacidad de respuesta del tejido adiposo y a la gran plasticidad
fenotipica de los precursores de los adipocitos, diversas alteraciones en el
suministro de nutrientes en etapas perinatales pueden afectar su trayectoria de
desarrollo (Lecoutre et al., 2016), ocasionando alteraciones tanto en el nimero
como en la fisiologia del adipocito en la vida posnatal (Lecoutre & Breton, 2014,
2015; Lukaszewski, Eberlé, Vieau, & Breton, 2013).

La etapa de la vida en la que se establece la capacidad de almacenamiento de
grasa en el tejido adiposo constituye una ventana critica de desarrollo ante un
posible ambiente adverso. En los roedores esta capacidad de almacenamiento, se
lleva a cabo principalmente durante la dltima semana de gestacion (que
corresponde al ultimo tercio de la gestacion) y se acelera en la lactancia; sin

embargo, existe evidencia convincente de que la produccion de precursores de los

11



adipocitos y la diferenciacion de éstos a adipocitos maduros se lleva a cabo a lo
largo de toda la vida (Muhlhausler & Smith, 2009).

Es importante sefalar que en los humanos, se considera que durante la infancia y
la adolescencia se establece el nimero de adipocitos del cuerpo mediante la
proliferacién celular de los precursores de los adipocitos, incluso se ha sugerido que
este proceso ocurre en 2 intervalos, uno antes de los dos afios de edad y otro
durante la pubertad (Hirchi, 1970; Knittle, Timmers, Ginsberg-Fellner, Brown, &
Katz, 1979). Posteriormente, en la edad adulta, el nUmero de adipocitos se mantiene
relativamente constante , el cual es mantenido mediante la produccién sostenida de
precursores de adipocitos y la diferenciacion de los mismos a adipocitos maduros,
lo que resulta en el recambio constante de la poblacion de los adipocitos que van
muriendo (Spalding et al., 2008). No obstante la tasa de recambio de adipocitos
puede ser diferente entre individuos, y dichas diferencias pueden estar asociadas a
diversas alteraciones metabdlicas como la resistencia a la insulina y dislipidemia.
(E. Arner et al.,, 2010) De esta manera, tanto el numero de adipocitos que se
establece en edades tempranas, asi como el mecanismo que controla la tasa de
recambio de adipocitos son importantes no sélo porque representan blancos
terapéuticos para para el tratamiento de la obesidad, sino también porque dentro
del contexto del concepto DOHaD ofrece una posibilidad de intervencion durante la

infancia y la adolescencia,

En general el tamafio de los érganos puede ser regulado por diferentes mecanismos
y el nimero de células en algunos tejidos es controlado mediante circuitos de
retroalimentacion sistémicos (Joulia-Ekaza & Cabello, 2006). En el tejido adiposo, a
pesar de que se considera ampliamente que el nimero de adipocitos es un
determinante importante de la masa grasa en la edad adulta, este posee una gran
capacidad de expansion a lo largo de la vida, en comparacion con otros érganos.
Consecuentemente, cualquier perturbacion que modifique el nimero vy la fisiologia
normal de los adipocitos y sus precursores en el desarrollo temprano,
potencialmente modificaran la capacidad de almacenamiento de grasa y el papel

del tejido adiposo en la regulacion del metabolismo energético.
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Debido a que los adipocitos maduros son células pos mitéticas terminalmente
diferenciadas (es decir, una vez que alcanzan la madurez ya no se pueden dividir),
la diferenciacion de los precursores del adipocito es requerida para aumentar el
namero de células, el cual es un mecanismo caracteristico del crecimiento del tejido
adiposo durante el desarrollo temprano (Smorlesi et al., 2012). Por otra parte el
aumento de tamafo del adipocito es un mecanismo de crecimiento que predomina
en etapas posteriores al desarrollo temprano, Sin embargo, la produccién de
nuevos adipocitos se mantiene a lo largo de la vida. De hecho, los precursores de
los adipocitos se encuentran presentes en el tejido adiposo en la edad adulta y su
funcion es reemplazar a los adipocitos que mueren, en humanos, aproximadamente
el 10% de los adipocitos son reemplazados cada afio (Majka, Barak, & Klemm,
2011). Dichos precursores consisten en células madre y precursores
mesénquimales que tienen un gran capacidad de diferenciacion hacia diferentes
linajes (endotelial, adiposo, cartilago y hueso). (Pellegrinelli et al., 2016).El proceso
por el cual se producen nuevos adipocitos a partir de los precursores del adipocito
se denomina adipogénesis. Dicho proceso, ha sido ampliamente investigado en
varios modelos experimentales, principalmente mediante el uso de lineas celulares
y se han descrito 4 etapas principales para su estudio; la fase de arresto del
crecimiento de los precursores del adipocito, expansion clonal de los preadipocitos,

la diferenciacion temprana y diferenciacion terminal.

Previo al inicio de la adipogénesis, se ha descrito una fase proliferativa en las células
madre y precursores mesénquimales. Entre los mediadores clave mas importantes,
para la fase proliferativa podemos referir a los miembros de la familia de
las proteinas morfo génicas del hueso (BMP por sus siglas en inglés) que incluso
tienen una gran capacidad de inducir fuertemente la formacién de hueso nuevo,
cartilago y tejido conjuntivo (Chen, Zhao, & Mundy, 2004); de igual forma, se ha
descrito que varios genes miembros de la familia de las proteinas Wingless e Int

(Wnt) también son inductores de la proliferacion en esta etapa

De hecho, se ha descrito que las proteinas de la via Wnt son capaces de orquestar

e influir en una gran variedad de procesos biolégicos y de desarrollo celular a lo
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largo de la adipogenesis (Willert & Nusse, 2012). Uno de los componentes
imprescindibles de dicha via es el complejo correceptor formado por una proteina
relacionada con el receptor de LDL (LRP5/6) y un receptor Frizzled (Fz). Cuyo
funcionamiento adecuado induce la activacion de mecanismos de transcripcion
genética en el nucleo, mediados por B-catenina (Escobar-Gémez, Jodar, & Hawkins,
20009).

De acuerdo a estudios en cultivo celular, en el proceso de la adipogénesis,
inicialmente ocurre el arresto del crecimiento de los precursores, el cual es inducido
por inhibicion por contacto al alcanzar la confluencia. En esta etapa, los pre
adipocitos se caracterizan por presentar una fase de crecimiento celular detenido.
Durante esta etapa ocurre el proceso de compromiso el cual es iniciado por diversos
factores o moléculas de sefalizacion que inducen la conversion de células madre y
precursores mesenquimales en preadipocitos es decir células que adquieren la
capacidad para diferenciarse exclusivamente en células correspondientes al linaje

del tejido adiposo..

Después de que los preadipocitos adquieren el compromiso para diferenciarse en
adipocitos, éstos son capaces de llevar a cabo algunos ciclos de division mitética
inducida por sefiales hormonales y bioquimicas en un proceso denominado
expansion clonal. Es importante resaltar que los inductores apropiados son
requeridos para llevar a cabo este proceso asi como para continuar con las fases
subsecuentes de diferenciacion.La exposicion a diversas moléculas de
sefalizacion, como el factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1 por sus siglas en
inglés), glucocorticoides y adenosin monofosfato ciclico (AMPc), inician la
replicacion del DNA y por lo tanto la reentrada al ciclo celular, haciendo posible la
expansion mitética clonal. Para que la expansion clonal se lleve a cabo, se requiere
de la expresion secuencial de varios genes especificos. Asi mismo, otros procesos
moleculares resultan criticos en esta etapa, tales como la fosforilacién del factor de
transcripcion conocido como la proteina de union al potenciador CCATT de tipo
(C/EBP-B por sus siglas en inglés) por la cinasa de proteinas activada por mitogenos

(MAPK por sus siglas en inglés) y la cinasa de la glucégeno sintasa 3 tipo 3, en
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(GSK3B, por sus siglas en inglés), para producir el cambio conformacional en
C/EBP-B y conferirle su capacidad de unién al DNA (Tang & Lane, 2012).

Despues de la expasion clonal, se ha reportado que tiene lugar una etapa de
diferenciacién temprana, caracterizada por el arresto de la divisién celular y el
comienzo de la expresion de algunos genes caracteristicos del adipocito y la
acumulacién de lipido. Durante esta etapa, proteinas como la C/EBP-B que es
activada por la fosforilacion es capaz de promover la transcripcion de los genes
C/EBP-a y PPAR-y, las cuales son proteinas reguladoras mas importantes en la
adipogénesis (Shao and Lazar, 1997; Varley et al., 2004), debido a que activan la
expresion de genes correspondiente al fenotipo de un adipocito.

Finalmente la morfologia tipica del adipocito es alcanzada durante la fase de
diferenciacion terminal, en la que se induce la transcripcion de genes caracteristicos
del adipocito maduro. La diferenciacion del adipocito juega un papel importante en
el funcionamiento adecuado del tejido adiposo en términos del balance energético
corporal, ya que la transicion de los preadipocitos a adipocitos maduros se
caracteriza por la expresion de enzimas reguladoras del metabolismo de lipidos y
carbohidratos, como la sintasa de acidos grasos, la lipasa sensible a hormona, y
diversas proteinas participantes en la sefalizacion de insulina, entre otras. Asi
mismo, los adipocitos maduros generan sefiales de retroalimentacion a nivel
enddcrino, que modulan el metabolismo energético mediante la secrecion de
adipocinas y otros mecanismos de sefalizacion paracrina y autocrina. Por ejemplo
la leptina, la cual es capaz de regular el gasto energético y la ingesta alimentaria
(Shankar et al., 2010).(Joe, Yi, Even, Vogl, & Rossi, 2009), previniendo asi el
desarrollo de las alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad hipertrofica(M.-
Y. Wang et al., 2008). Por otra parte la hipertrofia del tejido adiposo se ha asociado
con rasgos caracteristicos de disfuncion celular, como la resistencia a la
insulina(Franck et al., 2007) y perfiles de secresion de adipocinas alterados(Skurk,
Alberti-Huber, Herder, & Hauner, 2007).
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El tamafio del adipocito es una caracteristica de gran importancia en el estudio del
desarrollo y funcionalidad del tejido adiposo, debido a que es un rasgo morfoldgico
ligado directamente a la fase de diferenciacion terminal de la adipogénesis, ya que
durante ésta se adquiere el aspecto morfologico caracteristico de las células del
tejido adiposo, asi como sus funciones fisiologicas. Ademas de que el tamafio del
adipocito define al estado hipertrofico.

El aumento del nimero y tamafio de los adipocitos, son considerados como
procesos independientes; sin embargo, el balance adecuado entre el aumento de
tamafio y numero de adipocitos, estd regulado por ciclos de retroalimentacién
positiva y negativa ejercidos tanto por los pre adipocitos como por los adipocitos
maduros. El analisis de la distribucion de tamafios del adipocito provee informacion
importante acerca de las diferencias en la regulacion de la adipogénesis, donde los
ciclos de retroalimentacion ejercidos por la sefalizacion de los adipocitos

diferenciados y los precursores juegan un papel fundamental (Fig. 2).
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A. Balance adecuado entre el tamafio y numero de adipocitos
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Figura 2. Mecanismos de expansion del tejido adiposo. La cantidad de tejido adiposo en
condiciones fisioldgicas esta regulado por ciclos de retroalimentacién que determinan (A) el balance
adecuando del numero y tamafio del adipocito. Sin embargo, durante la expansion del tejido adiposo
dichos ciclos de realimentacion pueden producir (B) el aumento del numero y/o (C) en el tamafio del
adipocito.
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El andlisis de la distribucion de tamafios del adipocito provee informacion importante
acerca de las diferencias en la regulacion de la adipogénesis, donde los ciclos de
retroalimentacion ejercidos por la sefializacion de los adipocitos diferenciados y los
precursores juegan un papel fundamental. La distribucion del adipocito en
condiciones fisioldgicas parece ser asimétrica asemejando la distribucién gamma

(Fig. 3)
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Figura 3. Distribucion de tamafios del adipocito y su diferenciacion terminal.
El proceso de diferenciacion se caracteriza por un aumento de tamafio es posible asociar la
distribucién de tamafios del adipocito con diferencias en la diferenciacién terminal,

El andlisis histolégico del tejido adiposo depende de la caracterizacion de la
distribucion del tamafio del adipocito, no solo en términos de su desplazamiento
(que indique si los adipocitos son mas grandes o pequefios en general). Dicha
caracterizacion depende de un modelo matematico que permita hacer

comparaciones términos de la forma y amplitud de la distribucion.
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La importancia del analisis de la distribucién de tamafio del adipocito radica en que
un analisis la morfologia del tejido adiposo, que incluya tanto el nimero y tamafio
de adipocitos de una muestra dada, puede proveer informacion acerca de su
mecanismo de expansion, el cual puede ser predominantemente hiperplasico cuya
histologia se caracteriza por la presencia un numero incrementado de adipocitos
pequefos o bien puede ser predominante hipertréfico caracterizado por un nimero
reducido de adipocitos y de gran tamafio.

Por otra parte, la caracterizacion del tamafio del adipocito puede proveer
informacion relacionada al estado metabdlico del organismo. Actualmente se acepta
gue la morfologia correspondiente a un estado hipertréfico se asocia al sindrome
metabolico y esta positivamente correlacionada con la resistencia a la insulina y
mayor concentracion de colesterol y triglicéridos, incluso el tamafio en un estado
hipertrofico se ha asociado con la hiperleptinemia (Erik Arner et al., 2010). Asi
mismo, la morfologia correspondiente a un estado hiperpasico, caracterizado por la
presencia de adipocitos pequefios (Fig. 4), se ha asociado a mayor sensibilidad a la
insulina(Tandon, Wafer, & Minchin, 2018)

Tejido Adiposo Hipertréfico Tejido Adiposo Hiperplasico

Numero reducido de células Numero aumento de células

Tamafig grande @ q

Q /M Resistencia a la @OO% J Resistencia a la
> Insulina OO Q —» Insulina
M Glucosa e DO J Glucosa e
N Q .

Q Insulina Insulina
 Colesterol y O OOOQ J Colesterol y
Triglicéridos Triglicéridos

Figura 4. Morfologia del tejido adiposo. La morfologia del tejido adiposo es determinad
por el nimero y tamafio de los adipocitos y pueden asociarse a un estadp metabdlico ya
sea hipertr6fico e hiperplasico. Adaptado de Panna Tandon et al. J Exp Biol
2018;221:jeb164970
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JUSTIFICACION

De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) de Medio
Camino 2016, se ha observado que en México durante un periodo de 28 afios (1988
a 2016), en mujeres de 20 a 49 afios de edad, la prevalencia de sobrepeso se
incrementd en 42.4%, mientras que la de obesidad practicamente se triplicé . Estas
cifras, que incluyen a mujeres en edad reproductiva resultan alarmantes, debido al
riesgo potencial que representa la obesidad para la salud de la madre como de los
descendientes.

Es indiscutible que el aumento en la acumulacion de masa de tejido adiposo se
origina como consecuencia de una ingesta calérica excesiva con un gasto
energético deficiente, por lo que no hay duda de que el aumento de la prevalencia
de obesidad, puede ser atribuida en mayor medida a la falta de un estilo de vida
saludable, por ejemplo el consumo excesivo de dietas con alta densidad energética
y actividad fisica disminuida. Sin embargo, desde el enfoque del concepto DOHaD
se ha propuesto una explicacion complementaria para el aumento inusitado de la
prevalencia de la obesidad a nivel mundial. En donde es plausible que la prevalencia
de obesidad puede ser favorecida mediante la transmision intergeneracional de
rasgos fenotipicos asociados al estado nutricional materno y paterno. A este
respecto, se ha sugerido que existe un ciclo de transmision intergeneracional de

obesidad y diabetes.

Para interrumpir dicho ciclo de trasmision intergeneracional de alteraciones
metabolicas es necesaria una mayor comprension de las asociaciones entre el
ambiente materno y el fenotipo de los descendientes, asi como elucidar los
mecanismos que producen la alteraciones metabdlicas en respuesta a la obesidad
materna, debido que ambas acciones son cruciales para disefar estrategias
terapéuticas eficaces para la prevencion y tratamiento de alteraciones metabdlicas

en los hijos nacidos de madres con obesidad o sobrepeso.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se expuso previamente, la obesidad materna programa en los descendientes
diversas alteraciones metabolicas, como la resistencia a la insulina e hiperlipidemia.
Dado que el principal rasgo caracteristico programado por la obesidad materna es
la acumulacién excesiva de grasa e hipertrofia del tejido adiposo. EI mecanismo de
expansion del tejido adiposo supone uno de los principales blancos terapéuticos
para contrarrestar los efectos adversos programados por la obesidad materna.

El tejido adiposo ejerce un papel muy importante en la regulacién del metabolismo
energético. Las funciones del adipocito ademas de almacenar y liberar lipidos,
también son de caracter enddcrino y consisten en la secrecion de adipocinas y
efectuar respuestas incluso a nivel autocrino y paracrino. Se sabe que la obesidad
materna programa mayor acumulacion de grasa corporal en la edad adulta, sin
embargo, la disfuncién metabolica programada no solo depende de la cantidad de
grasa corporal, sino de diversos aspectos reguladores del metabolismo que ejerce
el tejido adiposo. En este sentido, el mecanismo de expansion del tejido adiposo,
gue incluye tanto al proceso adipogéenico que genera nuevos adipocitos a partir de
sus precursores como al que origina la hipertrofia del tejido adiposo mediante el
aumento de tamafo del adipocito, son de gran importancia para que el tejido
adiposo adquiera sus funciones reguladoras, ya que tanto la capacidad de
almacenamiento y metabolismo de lipidos, asi como sus funciones endocrinas
dependen del grado de diferenciacion del adipocito,. Debido a que los adipocitos
son células postmitoticas terminalmente diferenciadas, la adipogenesis es un
mecanismo fundamental por el cual se regula la homeostasis del tejido adiposo y
por lo tanto juega un papel fundamental en la programacién metabdlica por la

obesidad materna.

En el caso de la obesidad, la funcién reguladora de este tejido se afecta originando
alteraciones metabodlicas como la dislipidemia y la resistencia a la insulina. Las

consecuencias metabdlicas dependen en gran medida del mecanismo de expansion
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del tejido adiposo, el cual puede darse ya sea por un aumento en tamafio de los
adipocitos, mediante el proceso denominado hipertrofia o por el aumento en el
namero de adipocitos mediante el proceso denominado hiperplasia, 0 ambos.

Dado que la hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo tienen consecuencias
metabdlicas distintas es necesario analizar la expansion del tejido adiposo a nivel
celular y molecular. Técnicamente no es factible analizar in vivo encada adipocito
procesos que modifican la capacidad de almacenamiento y expansién del tejido
adiposo, asi como el incremento o disminucién de tamafio y la muerte de celular.
Desde el enfoque del concepto DOHaD, en particular en los descendientes de
madres obesas, el andlisis de dichos procesos durante un tiempo largo seriauna
condicion necesaria para el analisis del mecanismo de expansion programado. Sin
embargo, es posible examinar de manera detallada la dinamica de crecimiento del
tejido adiposo mediante el uso de mediciones precisas del tamafio del adipocito (Jo,
Shreif, & Periwal, 2012). Por lo que resulta necesario contar con un modelo
matematico accesible que sea facil de emplear y que permita analizar el patron de
distribucion de tamafos del adipocito. Por otra parte, los analisis morfoldgicos del
tejido adiposo a nivel histologico podran asociarse a la regulacion adipogénica a
nivel molecular y a los parametros bioquimicos y hormonales mas importantes para

el metabolismo energético.
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HIPOTESIS

La obesidad materna programa en los descendientes, deficiencias en la produccién
de nuevos adipocitos ocasionando un aumento excesivo de tamafo en los
adipocitos existentes, asi como alteraciones en la diferenciacion terminal que
origina adipocitos disfuncionales que contribuyen a la resistencia a la insulina y
dislipidemia.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Elucidar el mecanismo de expansion del tejido adiposo que promueve la hipertrofia
y por lo tanto la disfuncién metabdlica en machos y hembras descendientes de
madres obesas.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la cantidad de grasa corporal en descendientes de madres
obesas

e Analizar parametros bioquimicos asociados a la resistencia a la insulina 'y
dislipidemia en descendientes de madres obesas

e Caracterizar el tamafio del adipocito del tejido adiposo en descendientes de
madres obesas

o Determinar el perfil de expresion génica asociado a la expansion del tejido
adiposo

e Cuantificar la expresion los genes maestros que regulan la adipogénesis en
los precursores del tejido adiposo
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METODOS

MODELO BIOLOGICO

Animales experimentales

Se emplearon ratas de la cepa Wistar provenientes de la colonia mantenida en el
Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio del INCMNSZ. Los animales
empleados se mantuvieron en ciclos de luz obscuridad controlados, con luces
encendidas de 07:00 a 19:00 h, en un rango de temperatura 18-22°C y humedad
relativa 40-70%.

Los animales fueron alojados en cajas estandar de acrilico (adecuadas para ratas)
con una cama de aserrin de madera virgen (Northeastern Products) cambiada
periodicamente. Se colocaron 3 animales por cada caja hasta antes del
apareamiento, periodo a partir del cual sdlo se colocoé a una hembra por caja Las
hembras de la generacion materna (FO) utilizada en este experimento se produjeron
apareando hembras de entre 16 y 17 semanas de edad, de 200-240 g de peso
corporal con machos de fertilidad probada de diferente camada. Tanto hembras

como machos fueron alimentados con dieta Chow (Purina 5001).

Aprobacion por el comité de ética

Todos los procedimientos experimentales con animales se llevaron a cabo de
acuerdo a las recomendaciones de la Norma Oficial Méxicana (NOM-062-ZOO-
1999). El protocolo correspondiente (BRE-112/CINVA 271) fue aprobado por el
comité de ética de experimentacion en animales del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ).
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Disefio experimental

Se emplearon ratas hembras FO recién destetadas de 21 dias de edad (d);
alimentadas, ya sea con dieta Chow con 4 kcal/g, al 5% de grasa, para formar el
grupo Control (C) o con dieta alta en grasa con 5kcal/g, al 25%, para formar al grupo
de Obesidad Materna (OM). Ambos grupos experimentales se aparearon a los 120
d con machos adultos no experimentales.. Para evaluar los efectos de la dieta alta
en grasa, en los grupos maternos (FO) se determiné la curva de crecimiento, asi
como el peso corporal durante la gestacion y la lactancia. Al final de la lactancia
determind el indice de adiposidad (IA) ,como se describe mas adelante, ademas de

diversos parametros bioquimicas y hormonales en sangre.

Las crias resultantes (n=8 camadas/grupo) fueron amamantadas por su respectiva
madre hasta los 21 d, momento en el que fueron destetadas Después de los 21 d
todas las crias F1 de se alimentaron con dieta control hasta el final del experimento
y se asignaron al grupo experimental C y OM de acuerdo a la alimentacion materna
Para evaluar los efectos de la alimentacion materna en el fenotipo de las crias se
determinaron diversos parametros asociados a la composicion corporal y el
metabolismo energético, asi mismo se llevaron diversos andalisis histologicos y

moleculares del tejido adiposo (Fig.5).
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Figura 5. Disefio experimental. Las hembras experimentales FO fueron alimentadas ya sea con
dieta Chow para el grupo control(C) o alta en grasa para el grupo de Obesidad Materna(OM). Las
crias macho y hembra F1 se destetaron a los 21 dias posnatales con dieta control.

Dietas Experimentales

La dieta control consistio en alimento comercial para roedor Chow (Purina 5001)
cuyo contenido energético fue de 4 Kcal/g. La dieta alta en grasa fue preparada en
el laboratorio, con caseina (11.5 %), caseinato de calcio (11.5 %), diclorhidrato de
L-cistina (0.3 %), mezcla de minerales AIN-76 (5.0 %), mezcla de vitaminas AIN-93
VX (1 %), clorhidrato de colina (0.17 %,) a-celulosa (5 %,) almidon de maiz (20.4
%), glucosa anhidra (20.4 %), aceite de soya (5 %) y manteca de cerdo (20 %). cuyo

contenido energético fue de 5 Kcal/g (Tabla 1).
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Tabla 1. Composicién nutricional de las dietas

Dieta
Componente Control (Yop/p)) Alta en grasa(%gp) )
Proteina 22.0 23.4
Grasa Vegetal 5.0 5.0
Grasa Animal 0 20.0
Polisacaridos 31.0 20.59
AzUcares simples 31.0 20.59
Fibra dietética 4.0 4.42
Minerales 6.0 5.0
Vitaminas 1.0 1.0
Contenido Energético 4 Kcal /g 5 Kcal/g

Datos obtenidos del andlisis garantizado por el fabricante de la dieta control y calculados a partir de la
formulacion de la dieta alta en grasa.

Eutanasia de los animales experimentales

La eutanasia de los animales experimentales se llevé a cabo de acuerdo al disefio
experimental descrito con ayuno previo de 6 horas (06:00-12:00 h sélo con acceso
al agua). El procedimiento se realizo a los animales correspondientes bajo anestesia
profunda con pentobarbital sddico (62 mg/kg) administrado por via intraperitoneal,

en una guillotina para roedor (Thomas Scientific).

indice de adiposidad

Inmediatamente después de la eutanasia de las madres experimentales y las crias
se disecd el tejido adiposo de las, segun el sexo (Tabla 2) se extrajo el tejido adiposo
de diferente localizacién y todos ellos fueron pesados individualmente en una

balanza analitica.
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Tabla 2. Distribucion corporal del tejido adiposo. Se indica el peso corporal de
los depositos extraidos al momento de la diseccion en hembras y machos.

_ .

Localizacion de los depdsitos de grasa Hembras

Retroperitoneal
Pancreatico
Esternoén
Mesentérico
Epididimo
Ovérico

Uterino v

€ € K K X
€ X X

<

Para cada rata se determino el IA mediante la suma del peso de cada depésito y el
peso corporal.(Ec. 1)

Ecuacion 1. indice de Adiposidad

. Peso Total del Tejido Adiposo Extraido (g) 100
Peso Corporal (g)

Con éste parametro calculado se puede hacer una mejor estimacion del desarrollo
del fenotipo obeso en los animales experimentales, debido a que esta
estrechamente relacionado con el metabolismo de lipidos y carbohidratos (Kumar,
Sunvold, & Scarpace, 1999; B. A. Taylor & Phillips, 1996).

Recoleccion y almacenamiento de muestras biologicas

De acuerdo al disefio experimental, tanto en las madres experimentales FOcomo en
los descendientes F1 muestras sanguineas al momento de la eutanasia, las cuales
se centrifugacion a 2000XG por 15 minutos a 4° C para separar el suero, el cual fue

conservado a -20°C hasta el momento de su andlisis.

Posteriormente, las muestras almacenadas fueron descongeladas a 4° C y se llevd

a cabo la cuantificacion espectrofotométrica de los metabolitos analizados, asi como
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determinacién por radioinmunoensayo (RIA por sus siglas en inglés) de hormonas.
Asi mismo, durante la eutanasia de las crias se recolectaron muestras de tejido
adiposo retroperitoneal que de acuerdo al disefio experimental se almacenaron a -
70°C o se procesaron inmediatamente en fresco.

Determinaciones bioquimicas en sangre

La determinacién de la concentracion sanguinea de glucosa, colesterol total y
triglicéridos, asi como sus muestras de control de calidad correspondientes, fueron
realizadas con un sistema automatizado (Beckman-Coulter, Synchron CX 5 Delta).
Las determinaciones se llevaron a cabo con reactivos disefiados especialmente
para este sistema, el cual realiza el analisis espectrofotométrico a partir de ensayos

enzimaticos que se describen a continuacion.

La concentracion de glucosa se determin6 por un método de punto final a tiempo
fijo utilizando el reactivo comercial (Synchron GLU 467825), compuesto por: ATP
3.8 mM, NAD* 2.7 mM, hexocinasa 2.0 KUI/L, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 3.0
KUI/L, ademas de otras substancias no reactivas necesarias para el funcionamiento
optimo del sistema. Para esta determinacidon se utiliz6 una proporcion

correspondiente a 1 parte de muestra por cada 100 partes de reactivo.

En las reacciones dadas durante la corrida, la hexocinasa cataliza la transferencia
de un grupo fosfato a partir del ATP a la glucosa formandose ADP y glucosa-6-
fosfato. Luego la glucosa-6-fosfato se oxida a 6-fosfogluconolactona con la
reduccion concomitante de NAD* a NADH por la accion catalitica de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa. El sistema monitoriza el incremento de absorbancia a
A=340 nm. El cambio de absorbancia es directamente proporcional a la
concentracion de glucosa en la muestra y es usado por el sistema para calcularla y

expresarla en mg/dL.
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Para la determinacion de triglicéridos se utilizd un reactivo comercial (Synchron
GPO 445850), mediante un método de punto final a tiempo fijo donde el sistema
dispensa automaticamente los volumenes en proporcion de 1 parte de muestra por
cada 100 partes de reactivo. Este se compone de: lipasa 68 U/L, ATP 2.56 mM,
glicerol cinasa 4 KUI/L, glicerofosfato oxidasa 1.1 KUI/L, 4-AAP 0.71 mM, &cido 3,5-
dicloro-2-hidroxibenzeno sulfénico (DHBS) 1.56 mM, perdxidasa de rdbano 9 KUI/L,
ademas de otras substancias no reactivas necesarias para el funcionamiento 6ptimo
del sistema. Por la adicion del reactivo los triglicéridos de la muestra son
hidrolizados a glicerol y acidos grasos libres por accién de la lipasa dandose asi una
secuencia de tres pasos enzimaticos, donde el glicerol es transformado por la
glicerol cinasa en glicerol-3-fosfato, y este por accion de la glicerolfosfato oxidasa
se transforma en dihidroxiacetona y H20., de esta forma la peroxidasa de rabano
causa el acoplamiento oxidante a partir del peroxido de hidrogeno generado junto
con el DHBS y la 4-AAP para formar un colorante rojo de quinoneimina.

Determinaciones hormonales en sangre

Las concentraciones de insulina y leptina se determinaron por RIA. En dicha técnica,
una concentracion establecida de antigeno marcado radiactivamente se mezcla con
una concentracion desconocida de antigeno de la muestra (analito) e incubada con
una dilucién constante de antisuero. Para la determinacién de leptina: se utilizé un
estuche de RIA especifico para muestras rata (LINCO RL-83K), el cual utiliza
leptina marcada con el isétopo radiactivo '?°l y un antisuero especifico para leptina
con una sensibilidad de 0.5 ng/mL. Para la determinacion de insulina: se utilizé un
estuche de RIA especifico para muestras de rata (LINCO RI-13K), en el cual se
emplea insulina marcada con el is6topo radiactivo 12° y un antisuero especifico para
leptina con una sensibilidad de 0.1 ng/mL. Cabe sefialar que tanto el estuche para

insulina y leptina contienen sus propios estandares de con los cuales se elaboroé la
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curva patron. Para ambas determinaciones, se usé un contador de radiaciones y

(Packard Instruments).

El indice de resistencia a la insulina (IRI) se determiné (Ec. 2) tomando en cuenta
gue 1 ng/mL de insulina equivale a 18 pU/mL y 1ng/mL de glucosa a 25umol/L. De
acuerdo al modelo de andlisis homeostatico (HOMA por sus siglas en inglés) el
producto de la glucosa en mM y la insulina en mUI/L es divido por 22.5 (Matthews
et al., 1985).

Ecuacion 2. indice de resistencia alainsulina

(Glucosalgng/dl:)) X (Insulina (ng/mL)) X 25

22.5

IRI =

Analisis estadisticos

Para analizar los efectos de la dieta materna tanto en las madres experimentales
FO como en sus descendientes F1, se hicieron comparaciones entre los datos
obtenidos de los grupos C y OM. Los grupos maternos tuvieron un tamafo de
muestra de n=8 hembras FO por grupo. En el caso de los grupos de los
descendientes, un macho y una hembra F1 de diferente cada camada fueron
escogidas al azar para obtener un tamafio de muestra de n=8 por grupo de cada

S€EXO0.

Las determinaciones cuyos datos tuvieron distribucion normal, condicién
determinada por la prueba de Levene, se reportaron como la media con error
estandar (EE) y se analizaron mediante la prueba de t de Student. Mientras que los
datos que no tuvieron distribucién normal fueron reportados como la mediana con
rango intercuartilico y se analizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney. En
todos los casos se considerd un valor de p<0.05 como significativo, para cada una

de las comparaciones estadisticas empleadas.
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METABOLISMO DE LAS HEMBRAS EXPERIMENTALES FO

Peso corporal materno

El peso corporal de las hembras FO se obtuvo semanalmente desde el destete hasta
los 120 d. Posteriormente, el peso corporal se obtuvo diariamente desde el inicio de
la gestacion destete hasta el final de la lactancia. El inicio de la gestacion se
determind al observar la presencia de espermatozoides en el frotis vaginal tefiido
con solucién de Lugol, tomado la mafiana siguiente a partir de que las hembras
fueron colocadas junto con los machos no experimentales. Las hembras que
después de tres dias no fueron prefiadas después de tres dias de haber

permanecido con el macho, fueron excluidas del estudio.

Adiposidad y metabolismo de las hembras FO al final de la lactancia

Al final de la lactancia se determiné la concentracion sérica de glucosa, triglicéridos,
los parametros hormonales insulina y leptina. Asimismo, se obtuvo el indice de

adiposidad como se indica mas adelante

METABOLISMO DE LOS DESCENDIENTES F1

Peso corporal e ingesta de alimento

Al dia del nacimiento y a los 110d de las crias F1 provenientes de los grupos C y
OM. La ingesta de alimento se determiné en los descendientes desde los 100 a los
110 d, calculando la cantidad de alimento consumido cada 24 horas. La
determinacién de la ingesta de alimento promedio, se llevd a cabo colocando 3

animales del mismo grupo en una caja y pesando la cantidad de alimento presente
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en el comedero cada dia a las 10:00 horas, reponiéndolo de tal manera que la
cantidad de este no fuera inferior a 50 g. El célculo de la ingesta de alimento
promedio por dia se realiz6 de acuerdo a la Ec.3 reportdndose como (g /d).

Ecuacién 3. Ingesta de alimento por dia

Ai(g) — Af(9)

Ingesta de alimento promedio = "

Donde:

Ai =alimento inicial (g de alimento en el comedero el dia anterior a la determinacion)
Af =alimento final (g alimento en el comedero el dia de la determinacion)

n =animales en la caja durante la determinacion

Composicion corporal y metabolismo de las crias

A los 110 d se determind la composicion corporal in vivo por Resonancia Magnetica
Nuclear (RMN) y por Absorciometria dual de Rayos X (DXA) como se describe mas
adelante. Con los datos registrados de la cantidad de tejido adiposo extraido al
momento de la eutanasia a los 110d se determind el indice de adiposidad, asi
mismo se tomaron muestras sanguineas para la determinacion de glucosa y

colesterol y las hormonas leptina e insulina.

COMPOSICION CORPORAL DE LOS DESCENDIENTES F1

Andlisis por resonancia magnética nuclear

La determinacion de la grasa corporal, se realizé alos 110 d de edad, por la técnica
de imagenologia en resonancia magnética (MRI por sus siglas en inglés) en el
equipo analizador de composicion corporal (EchoMRI™ 4-in-1-500). La calibracion

correspondiente a la deteccion de grasa se llevo a cabo con 400 g de aceite de
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canola, realizada minutos antes de realizar todas las mediciones. Los animales se
pusieron previamente en ayuno por 6 h con acceso libre al agua y al momento del
ensayo se colocaron en un inmovilizador de acrilico de forma cilindrica durante 2
minutos. La cantidad de grasa corporal se obtuvo por duplicado y el promedio de
cada animal se expres6 como el % correspondiente a su peso corporal obtenido en

una balanza digital momentos antes de comenzar el andlisis,

Analisis por absorciometria dual de rayos X

La determinacion del contenido relativo de grasa corporal, se realiz6 a los 110 d de
edad de edad por la técnica de anadlisis de imagen obtenida por la técnica de
absorciometria de rayos X de energia dual (DXA por sus siglas en inglés) en un
equipo Lunar iDXA (GE Healthcare). Los animales se pusieron previamente en
ayuno de 6 h con acceso libre al agua. Al momento del ensayo, se administro por
via intraperitoneal 20 mg de pentobarbital sodico/Kg de peso corporal, con la
finalidad de inmovilizarlos solo por 2 0 3 minutos. El software para el andlisis de la
imagen radiolégica, enCore, el cual permitido que la imagen escaneada se dividiera
en diversas regiones. Se analizd la region troncal utilizando una cuadricula con
algoritmos unicos para cada region. La cantidad de grasa corporal expreso como la

proporcion de grasa detectada directamente por el equipo en %.

TEJIDO ADIPOSO DE LOS DESCENDIENTES F1

Procesamiento histologico del tejido adiposo

Inmediatamente después de la recoleccion y determinacion del peso del tejido
adiposo retroperitoneal, se secciond una porcion de aproximadamente 300 mg y se

fijo con 8 mL de solucion al 10 %) de para-formaldehido en PBS 0.05 mM por 24
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horas a 4° C. Transcurrido este tiempo, el tejido fijado se lavo tres veces y se
almacené a 4° C con solucion amortiguadora salino de fosfatos (PBS por sus siglas
en inglés) 0.05 mM hasta el momento de su procesamiento.

Cada porcion de tejido fijado, se sometié a proceso de deshidratacion mediante
lavados sucesivos con soluciones alcohdlicas de concentracidon creciente seguida
de su preparacién con xilol, en un procesador de tejidos histokinette (Sakura
Tissue—Tek Il 46406) para su posterior inclusién en parafina fundida (McCormick
Scientific, Standard Paraplast) a 56-58 ° C.

De cada cria, una muestra de tejido adiposo retroperitoneal embebida en parafina,
se realizaron cortes histologicos de 5 um de grosor que fueron tefiidos con
hematoxilina y eosina. De dichos cortes histologicos, se obtuvieron microfotografias
digitales a 20X. El area transversal correspondiente a cada célula observada se
delimité (segmentd) manualmente en la imagen digital y se cuantifico por medio del

software Axiovision de Carl Zeiss ® .

Andlisis del tamafio del adipocito

Con la finalidad de no solo tomar en cuenta los datos que se agrupan cerca del valor
medio del tamafio del adipocito, sino también de incluir en la comparacion
estadistica a los adipocitos de tamafios extremos, debido a que estos datos pueden
tener un significado fisiologico; el tamafio del adipocito se analizé6 de diferentes
maneras. Ademas de las comparaciones en el tamafio medio del adipocito, se
determinaron las diferencias en la distribucion, debidas a la dispersién,
agrupamiento y desplazamiento de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para 2 muestras, la cual se basa en la comparacion de las curvas de

distribucion acumulada.

A continuacién se describe la estrategia empleada para el andlisis de la distribucion,
especificamente para comparar las proporciones de adipocitos pequefios y grandes
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entre los grupos experimentales usando la distribucion gamma como modelo
matematico. Debido a que la morfologia del tejido adiposo en un corte histologico,
puede describirse como una superficie totalmente cubierta por células similares a
poligonos convexos, es decir, con todos los vértices apuntando hacia afuera, de tal
forma que los angulos internos entre los lados adyacentes nunca son mayores a
180°. Se asumi6 las caracteristicas de un corte histolégico de tejido adiposo
corresponden a un diagrama de Poisson-Voronoi (Fig. 6), cuya distribucion del area
de los poligonos que lo componen, se ajusta a la distribucion gamma (Tanemura,
2003).

Figura 6. Diagrama de Poisson-Voronoi. Un diagrama de Poisson-Voronoi se compone
Unicamente por poligonos convexos, cuyos vértices siempre apuntan hacia afuera. Este tipo de
diagramas es muy semejante al patron geométrico de los cortes histolégicos del tejio adiposo.
Adaptada de “Statistical distributions of Poisson Voronoi cells in two and three dimensions” por
Tanemura, M. 2003, Forma,18. p 222.

En el presente trabajo se evalud el ajuste a la distribucion gamma (Ec. 4) en la
distribucion de tamafio de los adipocitos, obtenida de animales experimentales, por
ser un modelo que facilita el analisis al valerse del calculo de la media y desviacion
estdndar (Ferenc & Néda, 2007). La distribucibn gamma tiene diferentes
aplicaciones, en la ciencia de materiales para el analisis de la distribucion de tamafio

de particulas (Lazar, Mason, MacPherson, & Srolovitz, 2013). La dispersion y forma
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de la distribucién de tamafios del adipocito, observados en un corte histologico se
pueden estimar asumiendo el modelo de la distribucion gamma (Ec 4)

Ecuacién 4. Funcién de densidad de probabilidad gamma

a

r'(a)

xa—le—bx

fx) =

Donde:
f(x) = Probabilidad (frecuencia relativa esperada)
x = area del adipocito
a = parametro de forma
b = parametro de escala inverso
I'(a) =funcién gamma
e =2.71828 . . . (base de los logaritmos naturales)

La funcion gamma (Ec. 5) se encuentra en el denominador de la distribucion

gamma (Ec.1) y es una integral definida.
Ecuacion 5. Funcién gamma

(00

I'(a) =] t* le~tdt
0

Donde:

t = variable real

e =2.71828 . . . (base de los logaritmos naturales)

Los valores correspondientes a los parametros de forma (a) y de escala (b') se
pueden obtener por medio de sus estimadores estadisticos, es decir funciones
obtenidas a partir de los datos de una poblaciéon o una muestra representativa, los
cuales se plantearon de acuerdo al método de los momentos (Ecs.6y 7) (Panik,
2005).
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Ecuacion 6. Estimador del pardmetro de forma
nx?

n ¥)2

i=1(X; —X)

Ecuacién 7. Estimador del parametro de escala

- nx
=g (x; — x)?

Dénde:
n = namero de adipocitos medidos
X = area promedio del adipocito
x; = area del i-ésimo adipocito

De las microfotografias digitales obtenidas a 20X (Fig. 7A), el area transversal
correspondiente a cada célula se cuantificé (Fig. 7B) por medio del software
Axiovision de Carl Zeiss ® (Fig. 7C). Asimismo, usando la distribucion gamma como
modelo matematico, se analizé la proporcion de adipocitos de tamafio extremo,

comparando a los adipocitos grandes y pequeiios entre los grupos C y MO (Fig.

7D).

A. Corte histolégico B. Diagrama de Voronoi C. Medicién de area D. Analisis estadistico
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Digitalizacién Segmentacién manual Medicién Comparacién de proporciones de

adipocitos pequefos y grandes

Figura 7. Andlisis de la distribucién del tamafo del adipocito. Microfotografias del tejido adiposo
retroperitoneal a 20x tefiidas con hetoxilina y eosina (A), Segmentacion manual de area de los
adipocitos (B) y medicion del area en la imagen digital (C). Andlisis estadistico (D).

39



EXPRESION GENICA EN EL TEJIDO ADIPOSO DE LOS DESCENDIENTES F1

Extraccién de RNA del tejido adiposo.

Al momento de la eutanasia a los 110 d de edad, se extrajeron muestras de tejido
adiposo retroperitoneal, las cuales se congelaron inmediatamente en nitrdgeno
liquido, y se conservaron a -70 ° C hasta el momento de su procesamiento. Se
utilizaron 100 mg de muestra, para extraer el RNA con el estuche comercial (Zymo
Direct-zol™ RNA MiniPrep, R2053).

El RNA extraido, se cuantific6 espectrofotométricamente (Termo-Fisher Scientific
NanoDrop 2000,) y se evalu6 el cociente 260/230 y 260/280. El analisis de
integridad del RNA extraido se llevo a cabo por electroforesis capilar usando un chip
comercial (Agilent RNA 6000 Nano Estuche) en un bioanalizador fluorométrico
automatizado (Agilent 2100 Bioanalyzer System). Solo se usaron muestras con
numero de integridad (RIN por sus siglas en inglés) =7.

Perfil de expresion de genes asociados a la expansiondel tejido adiposo.

Se utilizaron 500 ng de RNA extraido de cada muestra para sintetizar el cDNA
correspondiente con un estuche comercial (Qiagen RT2 First Strand Estuche). La
expresion de 84 genes adipogénicos (Tabla 3) se determind en un arreglo de RT-
PCR (Qiagen ® RT2-Profiler-PCR array RAT adipogénesis) usando cDNA obtenido
y el estuche comercial (Qiagen RT2 SYBR® Green qPCR Mastermix) en un sistema

automatizado de PCR de tiempo real (ABI-Step One Plus).

Tabla 3. Genes asociados a la expansion del tejido adiposo. Se indican las
secuencias incluidas en el arreglo RT2-Profiler-PCR array Rat adipogenesis de
Qiagen ®.

Secuencia Simbolo  Gen (descripcién)

(Identificador
Refseq)

NM_053922 Acc2 (carboxilasa 8 de acetil-coenzima A )
NM_144744 Adipoq Acdc, Acrp30(adiponectina, proteina con dominio de colageno C1Q)
NM_012492 Adrb2 (receptor B-adrenergico de superficie 2)

ANRT, Ang, Angll, PAT (angiotensinogeno, miembro 8 de los inhibidores

NM_134432 Agt de serpinpeptidasa A)
NM_134454 Angpt2 Agpt2, Ang-2 (angiopoietina 2)
NM_024405 Axinl Axin (axina 1)

NM_017178 Bmp2 (proteina morfogénica de hueso 2)
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NM_012827
NM_001191856
NM_171992
NM_053593
NM_080782

NM_031762

NM_012524
NM_024125
NM_013154
NM_001077642
NM_031017

NM_024134

NM_031720
NM_001106350
NM_053744
NM_001100778
NM_053633
NM_053365
NM_017332

NM_012846

NM_012951
NM_019305
NM_022197
NM_001101680
NM_033442
NM_133293
NM_024360
NM_017071
NM_012969
NM_001168633
NM_021835
NM_053536
NM_001007684
NM_001105742
NM_053713
NM_013076
NM_012859
NM_001002016
NM_012598
NM_001106321

NM_031020

NM_031822
NM_001271103
NM_001108334
NM_057133

Bmp4
Bmp7
Ccndl
Cdk4
Cdknla

Cdknib

Cebpa
Cebpb
Cebpd
Cfd
Crebl

Ddit3

Dio2
Dkk1
DIk1
E2f1
Egr2
Fabp4
Fasn

Fgfl

Fgfl10
Fgf2
Fos
Foxc2
Gata2
Gata3
Hesl
Insr
Irsl
Irs2
Jun
Klf15
Klf2
Klf3
Klf4
Lep
Lipe
Lmna
Lpl
Lrp5

Mapk14

Ncoa2
Ncorl
Ncor2
NrOb2

BOMPRA4A (proteina morfogénica de hueso 4)

BMP-7 (Proteina morfogénica de hueso 7)

(Ciclina D1)

(Cinasa dependiente de ciclina 4)

Cipl, UV96, Wafl(Inhibidor 1A de cinasa dependiente de ciclina)
CDKN4, Cdkilb, Kipl, P27KIP1, p27 (Inhibidor 1B de cinasa dependiente
de ciclina)

DBPCEP (CEBP-q)

l16dbp, NF-IL6, TCF5 (CEBP-B)

C, EBPd, CELF (CEBP-9)

Adn, Df, EVE (Factor D del sistema del complemento, adipsina)

Creb (Proteina de unién al elemento de respuesta al AMPc 1)

CHOP, CHOP-10, Chop10, Gadd153 (Transcripto 3 inducible por dafio al
DNA)

5DII, DIOII (Deiodinasa de tipo Il, iodotironina)

(Homoélogal de Dickkopf de Xenopus laevis)

Pref-1, Zog (Homologa 1 a la proteina similar a 6 de Drosophila)

(Factor de transcripcion a E2F 1)

Krox20 (Proteina de respuesta al crecimiento temprano 2)

Albp, aP2 (Proteina de union a acidos grasos 4)

(Sintasa de acidos grasos)

FGF-1, HBGF-1, HBGF1 (Similar al factor de crecimineto de fibroblastos
1)

FGF-10 (Similar al factor de crecimineto de fibroblastos 10)

Fgf-2, bFGF (Similar al factor de crecimineto de fibroblastos 2)

c-fos (Oncogen FBJ de osteosarcoma)

Fkh14, Fkhi14, Hfhbf3 (Forkhead box C2)

(Proteina de unién a GATA 2)

(Proteina de unién a GATA 3)

(Homologo a la proteina Hairy and enhancer of split 1 de Drosophila)
(Receptor de insulina)

IRS1IRM (Substrato del receptor de insulina 1)

4PS, IRS-2(Substrato del receptor de insulina 2)

(Oncogen Jun)

(Factor similar a Kruppel 15)

LKkIf (Factor similar a Kruppel 3, basico)

BKIf, Tef-2 (Factor Kruppel 4. intestinal)

GKLF (Factor similar a Kruppel 2, pulmén)

OB, obese (Leptina)

HSL (Lipasa sensible a hormona)

(Lamina A)

(Lipasa de lipoproteina)

(Proteina asociada al receptor de le lipoproteinas de baja densidad 5)
CRK1, CSBP, CSPB1, Csbpl, Csbp2, Exip, Hog, Mxi2, Prkm14, Prkm15,
RK, Sapk2A, p38, p38Hog, p38alpha (Cinasa de proteina activada por
mitogenos 14)

Tif2 (Coactivador de receptores nucleares 2)

Rxrip13 (Corepresor de receptores nucleares 1)

(Corepresor de receptores nucleares 2)

Shp (Miembro 2 del grupo B de la subfamilia de receptores nucleares 0)
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LXR alpha (Nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3 Miembro 3

DL Niling] del grupo H de la subfamilia de los receptores nucleares 1)
NM_001100708  Nrfl Nfe2l1_retired (Factor nuclear respiratorio 1)
NM_013196 Ppara PPARa (PPAR-a)
NM_013141 Ppard Ppard (PPAR-0)
NM_013124 Pparg (PPAR-y)
NM_031347 Ppargcla Ppargcl(Coactivador 1-a del PPAR-y)
NM_176075 Ppargclb PGClbeta, Perc (Coactivador 1-8 del PPAR-y)
NM_017045 Rb1l (Proteina Retinoblastoma 1)
NM_144741 Retn (Resistina)
NM_001108657 Runx1tl  Cbfa2tl(Proteina asociada a ciclina D1)
NM_012805 Rxra (Receptor X de retinoides)
NM_001276712 Sfrpl sFRP-1 (Proteina de secresion asociada a frizzled 1)
NM_001107591  Sfrp5 (Proteina de secresion asociada a frizzled 5)
NM_017221 Shh (Sonic hedgehog)
NM_001107627  Sirtl Sirl(Sirtuinal)
NM_001008368  Sirt2 (Sirtuina 2)
NM_001106313  Sirt3 (Sirtuin 3)
NM 012751 Sle2ad Glut4(Miembro 4 de la familia 2 de acarreadores de soluto, transportador
- de glucosa)
NM_031977 Src (Homologo al oncogen viral de Sarcoma V-src Schmidt-Ruppin A-2)
NM_001276707 Srebfl ADD-1, ADD1, SREBP-1, SREBP-1c, Srebp1(SREBP 1)
NM_017064 Statba Stat5(Transductor de sefial y activador de la transcripcién 5A)
NM_001025748 Taz (Tafazzina)
NM_001191052 Tcf712 (Proteina similar al factor de transcripcion 7 nimero2)
NM_031345 Tsc22d3  Dsipi, Gilz (Miembro 3 de la familia del dominio TSC22)
NM_053530 Twistl Twist (Homologo a Twist 1 de Drosophila)
Ucp, Ucpa, Uncp (Proteina desacoplante 1, acarreador mitocondrial de
NM_012682 Ucpl protones)
NM_017058 vdr Nrlil (Receptor de 1,25- dihidroxivitamina D3)
NM_001105714 Wnt1 :\r/}"[v'l_lg\l\;l)lembro 1 de la familia del sitio de integracion Wingless-type
NM_001108111 Wnt10b (Miembro 10B de la familia del sitio de integracion Wingless-type MMTV)
NM_001107005 Wnt3a (Miembro 3A de la familia del sitio de integracion Wingless-type MMTV)
NM_022631 Wnt5a (Miembro 5B de la familia del sitio de integracion Wingless-type MMTV )
NM_001100489 Wnt5b (Miembro 5A de la familia del sitio de integracion Wingless-type MMTV)

Los niveles de expresion génica se determinaron mediante la cuantificacion relativa
de los mRNA correspondientes a 84 genes asociados a la expansion del tejido
adiposo, antes mencionados (Tabla 3) cuya expresion se analiz6 en un recurso
(Qiagen Data

www.diagen.com/mx/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-

page/).

informatico basado en la red Analysis  Center,

Los genes con expresiones mayores a 1.8 o menores a -1.8 veces de cambio vs C

y con p<0.05 se consideraron como diferencialmente expresados, de acuerdo a
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diversos andlisis transcriptomicos reportados en trabajos previos usando modelos
de obesidad materna similares al del presente estudio (Borengasser et al., 2013;
Lomas-Soria et al., 2018). La asociacion funcional de los genes diferencialmente
expresados fue obtenida de la base de datos STRING a la pagina web http://string-
db.org (Szklarczyk et al., 2019). El punto de corte para el nivel de confianza fue de
0.8, el cual representa la probabilidad minima de la asociacion génica de acuerdo a

las evidencias empiricas encontradas en dicha base datos al momento del analisis.

ANALISIS DE LA FRACCION ESTROMAL VASCULAR DE LOS
DESCENDIENTES F1

Aislamiento de la Fraccion Estromal Vascular

La Fraccion Estromal Vascular (FEV) de tejido adiposo de rata se extrajo a partir de
muestras = 7.0 g de tejido adiposo retroperitoneal fresco, extraido al momento del
de animales de 350 dias de edad, los cuales son un poco mas grandes y acumulan
una cantidad suficiente de tejido adiposo retroperitoneal para obtener un
rendimiento Optimo. Cada muestra de tejido adiposo retroperitoneal fue seccionada
finamente con tijeras de diseccion estériles hasta obtener Unicamente fragmentos
de 2-3 mm de espesor. La muestra seccionada se incubo a 37° C con 3.5 mL de
medio de digestion por cada gramo de tejido, empleado. Se incub6 durante 60 min
en un agitador orbital a velocidad constante de 200 revoluciones por minuto (RPM).
El medio de digestion consistié en solucion salina amortiguadora de fosfatos PBS
(0.05 M de pH=7.4), suplementado con glucosa (5.0 mM), albumina (1.5 %) y
colagenasa tipo | de GIBCO Life Technologies (3.5 mg/mL).

Transcurrido el tiempo de digestion, la mezcla fue filtrada a través de una gasa
estéril. La fraccion filtrada, fue centrifugada a una fuerza relativa de 200xG a
temperatura ambiente por 10 min. La digestion de la muestra se detuvo se
descartando el sobrenadante y re-suspendiendo el pellet obtenido con un volumen
equivalente al descartado de solucién de Hanks (Hanks' Balanced Salt Solution de

Gibco®, 14025-092) suplementado con suero fetal bovino al 10% estéril,

43


http://string-db.org/
http://string-db.org/

manteniendo las células a 4°C; posteriormente se realizé un segundo lavado con
solucién amortiguadora de lisis para eritrocitos (RBC por sus siglas en inglés), que
consistio en una solucion de NH4Cl (16 mM), EDTA (1.3 mM) y NaHCO3 (10 mM)
ajustada a un pH=7.4 con HCI; la mezcla obtenida fue centrifugada por segunda vez
a 200xG por 10 min a 4°, el sobrenadante fue substituido por solucion
amortiguadora de lisis para eritrocitos en las mismas condiciones del paso anterior.
Finalmente, el pellet obtenido se resuspendié en 1 mL de solucién amortiguadora
RBC.

El conteo de células y analisis de viabilidad se realiz6 diluyendo una alicuota de la
suspension, obtenida en proceso previamente descrito, con solucion amortiguadora
salino de fosfatos (PBS por sus siglas eninglés) 0.05M de pH=7.4 en una proporcion
1:6, suplementando con azul de tripano a una concentracion final de 0.07 %. La
mezcla se incubo durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
realizé el conteo de las células obtenidas en la FEV usando una camara de

Neubauber, identificando a las células viables (no tefiidas) y no viables (coloreadas).

Analisis de la expresion de genes adipogénicos en la fraccion estromal vascular

Para llevar a cabo este andlisis, se estandarizaron las condiciones éptimas para el
aislamiento de la FEV que permitiera una extraccion de RNA con calidad adecuada
para los analisis de expresion en un arreglo de RT-PCR. De acuerdo a la
estandarizacion llevada a cabo en el presente trabajo, se usaron muestras de al
menos 1x10° células/mL con viabilidad mayor al 70%, a las cuales inmediatamente
después de su obtencion se les afladi6 1mL de Trizol (TRIzol™ Reagent

Invitrogen™ 15596026) y almacen6 a -70° C hasta su procesamiento posterior.

Una vez recolectadas todas las muestras, se llevo a cabo la extracciéon de RNA de
acuerdo a las instrucciones del fabricante establecidas para células de cultivo

celular en medio liquido. Las muestras de RNA obtenidas, se analizaron
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espectrofotométricamente (BioDrop MLITE, 80-3006-51), determinando la
absorbancia (Abs) a las longitudes de onda de 230, 260 y 280 nm. Los valores de
Abs260/Abs230 = 2.1 + 0.1 y Abs2eo/Abszz0= 2.0 £ 0.2 fueron utilizados como
criterios de calidad para RT-PCR.

A partir de las muestras RNA con la calidad suficiente para RT-PCR , se sintentizd
el DNA complentario (cDNA) utilizando un estuche comercial (Transcriptor First
Strand cDNA Synthesis, Roche 04897030001), en un termociclador (Veriti™ 96-
Well Thermal Cycler de Applied Biosystems) programado de acuerdo al protocolo
del fabricante del estuche. La cantidad relativa del cDNA obtenido se determind
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR por sus siglas en inglés) en el sistema de analisis (LightCycler® 2.0 de
Roche) para cuantificar la cantidad relativa de los transcritos correspondientes a
los genes PPAR-y y CEBP-a.
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RESULTADOS

METABOLISMO DE LAS HEMBRAS EXPERIMENTALES FO

Peso corporal materno antes de aparear

En las hembras experimentales FO, antes de aparear, se observé mayor ganancia
de peso en el grupo OM respecto al C (P<0.05) a partir del dia 84 (Fig. 8).
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Figura 8. Curva de crecimiento materno antes de aparear. Peso corporal de las hembras
experimentales FO antes de aparear (21 - 120d de edad). Media + EE, n=8 hembras por grupo. *
(P<0.05) vs. C.
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Peso corporal materno durante la gestacion y lactancia

El peso corporal del grupo OM fue mayor respecto al C a lo largo de toda la
gestacion. Determindndose una ganancia de peso en forma gradual desde el dia 0
hasta el dia 14, correspondiente a un incremento del 17% dentro del grupo C y OM.
Posteriormente, se detecté una ganancia de peso acelerada, de los 14 alos 19 dias
de lactancia observandose que durante este periodo, la ganancia relativa de peso
corporal fue de 9% en el grupo OM, la cual fue menor en comparacion a la ganancia
relativa de peso corporal que fue de 15% en el grupo C (Fig. 9). Respecto a la
lactancia, peso en el grupo OM fue mayor en comparacion con el grupo C, durante
los primeros 8 dias de la lactancia. A partir del dia 9 de y hasta el dia 21 el peso

corporal materno en ambos grupos fue similar (Fig. 9).
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Figura 9. Peso corporal materno durante lagestacion y lactancia. Peso corporal materno medido
diariamente durante la gestacion y lactancia de las madres del grupo C y madres del grupo MO.
Media + EE, n=8, * (P<0.05) vs. C.
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Parametros metabdlicos maternos (FO0) al final de la lactancia

Al final de la lactancia las madres (hembras FO) del grupo OM presentaron
concentraciones mas elevadas glucosa y mayor IRI respecto al C, sin detectarse
cambios significativos en las concentraciones de insulina (Fig. 10).
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Figura 10. Metabolismo materno de glucosa al final de la lactancia. Se muestra la concentracion
sanguinea de glucosa e insulina asi como el indice de resistencia a la insulina (IRI= Glucosa (en

mmol/L)*Insulina (en pU/mL)/22.5) maternos (FO0) al final de la lactancia (aprox. alos 142 d de edad).
Media + EE, n=8 hembras por grupo, * (P<0.05) vs. C.

Respecto a la concentracion en suero de leptina y triglicéridos, estas se encontraron

elevadas en el grupo OM respecto a C; asi mismo se el IA fue mayor en OM vs. C
(Fig. 11)

H
o] (=)
o o
o

N
ok
©

w

(2]
o

N
o

=

Triglicéridos (mg/dL)
N
o

Leptin (ng/ml)
N
Indice de Adiposidad

I

C OM C OM C OM

Figura 11. Metabolismo materno de lipidos al final de la lactancia. Se muestra la concentracion
sanguinea de triglicéridos y leptina, asi como el indice de adiposidad (IA=grasa visceral*100/peso

corporal) maternos (FO) al final de la lactancia (aproximadamente a los 142 d de edad). Media + EE,
n=8 hembras por grupo, * (P<0.05) vs. C.
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METABOLISMO DE LOS DESCENDIENTES F1

Peso corporal, al nacimiento y al final de la lactancia.

En las crias, al nacimiento, el peso corporal en los machos del grupo OM fue menor
respecto al C, mientras que en las hembras no se detectaron diferencias
significativas entre los grupos C y OM. Respecto al final de la lactancia, el peso
corporal fue mayor en los machos OM, mientras que en las hembras el peso corporal
fue similar entre los grupos C y OM (Tabla 4).

Tabla 4. Peso corporal al nacimiento y al final de lalactanciade F1. Se muestran
los datos correspondientes a las crias hembra y macho (F1) al nacimiento y al final
de la lactancia.

Machos Hembras
Edad C OM C oM
0 d (al nacimiento) 7.0+0.1¢9 6.6+0.1*g 6.7t 0.1g 6.4+0.1¢g
21 d (al final de la lactancia) 725+5.3¢9 73.9+0.3g 64.5.£1.3¢9 79.3+£0.2¢

Se representa la Media + EE del valor obtenido de las hembras y machos de cada camada, n=8 camadas, *
(P<0.05).
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Peso e ingesta de alimento a los 110 d.

En los descendientes a los 110d, correspondientes a la edad de adulto joven, no
hubo diferencias significativas en el peso corporal ni en la ingesta promedio
determinada de los 100 a los 110d entre los grupos C y OM en machos ni en
hembras (Fig. 12).
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Figura 12. Peso corporal e ingesta de alimento de los descendientes. Se muestra el peso
corporal y la ingesta de alimento en hembras y machos (F1). Media + EE, n=8, * (P<0.05) vs. C.
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Parametros metabdlicos de los descendientes F1

Las concentraciones en suero de triglicéridos y leptina en los machos F1 del grupo
OM fueron mayores con respecto a C. Para las hembras solo fueron mayores los
triglicéridos en OM vs C, pero no se detectaron diferencias significativas en las
concentraciones de leptina (Fig. 13).

Machos
100 * 2.0 ; *
3 : T
2 801 _E, 15 |
£ £
~ 60 =
S o 10
S 40 £
O o |
D 20 1 8 05
|_
oM oM
Hembras
100 2.0
—_ *
T 80 T -
S —E' 1.5 |
E )
\(;J/ 60 1 c
S = 10 L
:g 40 .g
ke o 05
D 20 f —
|_
C OM C oM

Figura 13. Metabolismo de lipidos en los descendientes F1. Se muestra la concentracion de
triglicéridos y leptina de la crias (F1) macho, Media + EE, n=8, *(P<0.05) vs C.
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Respecto a la concentracion de glucosa, los valores obtenidos fueron similares entre
los grupos C y OM, sin embargo se obtuvieron concentraciones elevadas de insulina
y valores elevados de IRI en el caso de las crias OM. De igual forma, en las
hembras, las concentraciones de glucosa fueron similares entre los grupos Cy OM;
sin embargo, se obtuvieron concentraciones elevadas de insulina y valores

elevados de IRI en el caso de las crias OM (Fig.14).
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Figura 14. Metabolismo de glucosa en los descendientes F1. Se muestra la concentracion
sanguinea de glucosa, insulina y el indice de resistencia a la insulina (HOMA = Glucosa(mM)*Insulina
(LU/mL)/22.5) en crias (F1) macho Media £ EE, n=8, *(P<0.05) vs C.
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COMPOSICION CORPORAL DE LOS DESCENDIENTES F1

Adiposidad de los descendientes F1 a los 110 d.

Tanto en machos como en hembras de los grupos Cy OM, se llevé a cabo el analisis
de la composicion corporal mediante MRI, en el que los machos del grupo C y OM
presentaron cantidades similares de masa grasa, mientras que en las hembras se
observé mayor cantidad de masa grasa en el grupo OM en comparacion con el C
(Fig. 15).. En el andlisis de la composicién corporal por DXA (Fig. 16), en los machos
del grupo OM se determiné mayor contenido de grasa corporal respecto al C.
Respecto a la determinacion del indice de adiposidad, tanto machos como hembras

mostraron mayor cantidad de tejido adiposo al momento de la necropsia
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Figura 15. Adiposidad de los descendientes. Se muestra el contenido de masa grasa total y masa
grasa del tronco en % asi como el indice de adiposidad en hembras y machos (F1). Media + EE,
n=8, * (P<0.05) vs. C.
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Machos

Hembras

Figura 16. Analisis de la composicion corporal por DXA en F1. Imagenes representativas
obtenidas por absorciometria dual de rayos (DXA por sus siglas en inglés). De izquierda a derecha
se muestra la imagen a partir de la que se realizé la determinacién del % masa grasa.
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TEJIDO ADIPOSO DE LOS DESCENDIENTES F1

Andlisis histolégico del tejido adiposo

A los 110 d se analizé el tamafio del adipocito en cortes histologicos,
determindndose mayor area en los descendientes de madres obesas respecto al
grupo control, tanto en machos como en hembras (Fig. 17).

Machos Hembras

oM

Figura 17. Tejido adiposo retroperitoneal de las crias F1. Cortes histolégicos tefiidos con
hematoxilina-eosina, 20 X.
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Caracterizacion de la distribucién del tamafio del adipocito

En este experimento se observd que independientemente del sexo o grupo
experimental, la distribucién del tamafio del adipocito es muy heterogénea (Fig. 18
Ay D).Los machos y hembras F1 del grupo OM mostraron mayor tamafo del
adipocito en cuanto a la media y mediana (Fig. 18 B y E). Ademas se detectaron
diferencias significativas en cuanto a la comparacion de las distribuciones
acumuladas, lo que demuestra que la distribucién de tamafios del grupo C y del
grupo OM son diferentes en hembras y machos, no solo en términos del tamafio
medio del adipocito, ya que en dichia comparacion se comparan los adipocitos de
tamafo extremo (Fig. 18 Cy F).

Machos Tamarfio del adipocito Mediana y dispersion Distribucién acumulada
A. B C.
:g 15 g 8 * _g 1.0 R,
S G 1]
3 3 T S 08
= a6 £
T E 10 T E -
® 3 T 3 S 08
38 i 334 <
3s : 33 S . —_C
2% s : 2% 1 c I— |V
5% £ PR S— 5
£ E E— o 02
= = =
0 0 Y oo
C oM C oM 2 4 6 8 10 12 14
Hembras Tamario del adipociito (x1000pm?)
D. E. 5 F. o
10 0. R—
2 ° 3
8&" Q -‘V 1=
2t a4 =
B 5 SES3 2 0.6 1
) } -0
© 8 . i =1 T 041
oT 4 i 3 o= T 2 *
X = e X ] OM
= % T~ 3 024
E 2 : £ T ]
fl E | © ol
o =9 L o0
C

2 4 6 8
oM c oM Tamario del adipociito (x1000um?)

Figura 18. Caracterizacion del tamafio del adipocito en las crias F1. Ay D Tamafio del adipocito,
B y E Mediana y rango intercuartilico con percentiles 5 y 95 como barras de error, C y F Comparacion
de distribuciones acumuladas, * (P<0.05) vs. C.

Asimismo, se observé mayor dispersion en los descendientes OM vs. C.

No obstante, la dispersion de tamafios fue mayor en los machos OM respecto a C
(Fig. 19).
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Figura 19. Distribucion de tamafio del adipocito en F1. Se muestra el histograma de frecuencias
ajustado a la distribucion gamma para las crias (F1) C y OM a los 110 d. Las areas sombreadas
corresponden a la proporcion de adipocitos pequefios y grandes, las cuales fueron determinadas
usando el primer y ultimo decil de cada grupo C. En los machos y hembras del grupo OM se observé
gue la proporcion de adipocitos pequefios se redujo y la proporcién de adipocitos grandes aumenté.*
(P>0.05) vs. C.

Respecto a la proporcion de adipocitos pequefios en cada grupo experimental, ésta
se redujo drasticamente en machos y en hembras del grupo OM. Mientras que la
proporcion de adipocitos grandes aumentd en machos y en hembras del grupo OM,
cabe sefalar que dicho aumento fue mas exacerbado en los machos que en las
hembras del grupo MO (Tabla 5).
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Tabla 5. Proporcién de adipocitos grandes y pequefios en F1. Se muestran los
datos correspondientes a la distribucion gamma, * (P<0.05) vs. C..

Machos Hembras
Grupo Adipocitos Adipocitos Adipocitos Adipocitos
experimental Pequefios Grandes Pequefios Grandes
(£ 750 um?) (= 3500 um?) (< 600 um?) (2 2700 um?)
C 10% 10% 10% 10%
oM 0.1%* 69%* 0.4%* 39%*

EXPRESION GENICA EN EL TEJIDO ADIPOSO DE LOS DESCENDIENTES F1.

Al comparar la expresion normalizada en el arreglo de genes entre el grupo OM vs
C en los machos, se observé que la mayor parte (63%) de los genes analizados
tenia una expresion disminuida, mientras que en las hembras se observé un
incremento respecto al C en la expresion de algunos (20%) de los genes analizados
(Fig.20).
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Figura 20. Expresién génica en el tejido adiposo en machos y hembras F1. Se muestra la
significancia estadistica y la expresion del grupo OM respecto a C, correspondientes a los 84 genes
analizados (RT2-Profiler-Array Rat Adipogenesis, Qiagen). La expresion diferencial se considero6 a
partir de + 1.8 veces de cambio y P<0.05.

La asociaciéon funcional entre los genes diferencialmente expresados en machos

(Tabla 6) y en hembras (Tabla 7) se visualizO6 mediante la busqueda de
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interacciones conocidas en la base datos STRING 10 (Jensen et al., 2009). En los
machos OM, se observaron asociaciones funcionales entre los genes
pertenecientes a la via de sefalizacion WNT, de los receptores nucleares y de las
proteinas reguladoras del ciclo celular. En las hembras las asociaciones funcionales
se encontraron en la expresién de proteinas relacionadas a la via de las MAPK (Fig.
21).

Tabla 6. Expresion génicay su asociacion funcional en los machos OM F1

Expresion
Asociacion OMyvs. C

Funcional (Veces de Valor P

cambio)

Lrp5. Proteina asociada al receptor de LDL 5 -10.7 0.002

Sfrp5.Proteina de secresion asociada a Frizzled 1 -8.1 0.01

Via WNT Wnt5a. Miembro 5A de la familia Wnt -6.6 0.01

Wnt5b.Miembro 5B de la familia Wnt -10.9 0.02

Wnt10b. Miembro 10B de la familia Wnt -10.9 0.04

Nrlh3-Receptor nuclear de oxiesteroles LXRa -6.4 0.001

Rxra.Receptor X de retinoides -2.7 0.003

Receptores Ppara.PPAR-a -2.9 0.003

nucleares Ncorl.Corepresor de reggptorgs_nuc!eares 2 -2.9 0.003

Vdr. Receptor de 1,25-dihidroxivitamina D3 -5.8 0.005

Ppard. PPAR-0 -5.8 0.006

Lpl. Lipasa de lipoproteinas -2.7 0.04

Cebpa. CEBP-a -3.6 0.002

StatSa: Tr'e,\nsductor de sefial y activador 88 0.003
transcripciénal 5A

Cdk4. Cinasa dependiente de ciclina 4 -2.1 0.005

Ciclo Ccndl. Ciclina D1 -7.6 0.01

Celular Cdkn1b. . Inhibidor 1A de cinasa dependiente de

ciclina. -8.5 0.02

Sirtl.Sirtuinal -1.8 0.02

Rb1. Proteina Retinoblastoma 1 -1.8 0.02

E2f1.Factor de transcripcion a E2F 1 -6.2 0.04

Tabla 7. Expresién génica y su asociacién funcional en las hembras OM F1

Asociacion Gen Expresién  Valor P
Funcional Descripcion OMvs. C
Veces de
cambio
Jun. Oncogen Jun 37.5 0.0004
Crebl. Proteina de unién al elemento de respuesta a 6.3 0.006
. AMPc 1
Via MAPK Mapk14. Proteina quinasa activada por mitogenos 14 10.0 0.003
Ddit3. Transcrito 3 inducible por dafio al DNA 9.9 0.003
Lmna. Lamina A 5.1 0.03
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Machos

Hembras

Figura 21. Asociacion de genes diferencialmente expresados en F1. La asociacion funcional de
los genes se visualizé mediante la busqueda de interacciones conocidas en la base datos STRING

V.10 https://version-10-5.string-db.orq/.
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EXPRESION GENICA EN LA FRACCION ESTROMAL VASCULAR DE LOS
DESCENDIENTES F1

Para analizar el carcter adipogénico de la fraccion estromal vascular (FEV) se
determind la expresion de los genes PPARy y CEBPa, como biomarcadores de la
fase de compromiso de los preadipocitos. Respecto a la expresion de los genes
maestros de la adipogénesis, en los machos OM el gen PPARy se encontrd
expresado en mayor proporcion, mientras que el CEBPa se encontré expresado

en menor proporcién respecto a C (Fig.22).
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Figura 22. Adipogénesis en la Fraccién Estromal Vascular de los machos F1. Las muestras se
extrajeron del tejido adiposo retroperitoneal. Se muestra la concentracion relativa del mRNA de
los genes PPAR-y, y CEBP-a, como genes maestros de la adipogénesis.

Respecto a la expresion de los genes maestros de la adipogénesis en las
hembras, en el grupo OM, los genes PPARy y CEBP-a se encontraron

expresados en mayor proporcion respecto a C (Fig.23).
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Figura 23. Adipogénesis en la Fraccion Estromal Vascular de hembras F1. Las muestras se

extrajeron del tejido adiposo retroperitoneal, Se muestra la expresién relativa del mMRNA de los
genes PPAR-y, y CEBP-a.como genes maestros de la adipogénesis
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DISCUSION

EFECTOS INTERGENERACIONALES DE LA OBESIDAD MATERNA

El presente trabajo se enfoco en los efectos intergeneracionales de la obesidad
materna durante la fase de crecimiento previa a la gestacién, durante la gestacién
y la lactancia. El modelo experimental descrito, se caracteriz6 por el control estricto
de la homogeneidad de las condiciones fisiologicas de la generacion de
progenitores que dieron origen a la generacion materna FO. Por lo tanto, los efectos
fisiolégicos programados en los descendientes de madres obesas pueden ser

considerados Unicamente intergeneracionales.

Asi mismo, el modelo animal empleado permitio analizar los efectos de la dieta alta
en grasa en hembras genéticamente similares, ya que los grupos experimentales
se formaron mediante la distribucion de pares de hembras provenientes de la misma
camada (hermanas FO) entre los grupos C y OM. De esta forma se descart6 al
maximo posible el hallazgo de diferencias fenotipicas en los descendientes

atribuibles al genotipo materno.

Por otra parte, al ajustar el tamafio de las camadas experimentales, igualando a 10
la cantidad de crias F1 alimentadas por cada hembra FO durante la lactancia, redujo
al maximo posible las influencias debidas a diferencias en la cantidad de alimento
ingerido por las crias F1 durante la lactancia (Bieswal et al., 2006; Engelbregt, van
Weissenbruch, Popp-Snijders, Lips, & Delemarre-van de Waal, 2001). Por lo tanto
el fenotipo observado en los descendientes de madres obesas puede ser
considerado como un efecto Unicamente programado por el estado nutricional

materno y el metabolismo materno asociado a la dieta alta en grasa.

En estudios previos, realizados dentro de nuestro grupo de trabajo (Bautista et al.,

2017; Lomas-Soria et al., 2018; Rodriguez-Gonzalez et al., 2015; Rodriguez et al.,

2012; Santos et al., 2015; E. Zambrano, Ibéfiez, et al., 2016; E. Zambrano, Martinez-

Samayoa, Rodriguez-Gonzalez, & Nathanielsz, 2010; E. Zambrano, Sosa-Larios, et
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al., 2016); se ha demostrado que la alimentacion de hembras experimentales FO
con dieta alta en grasa en grasa administrada desde el destete y durante la
gestacion y lactancia, conduce al incremento en el peso corporal, acumulacion
excesiva de grasa corporal y alteraciones metabdlicas como la hipetrigliceridemia y
resistencia a la insulina, las cuales se acentlan durante el embarazo y la lactancia.
Sin embargo, dichas alteraciones metabdlicas en las hembras FO, ocurren desde
etapas pre gestacionales en la que se lleva a cabo la produccién de gametos que
daran origen a los descendientes F1.

La obesidad materna en la fase pre-gestacional puede ser considerada como un
factor programador muy importante (Durmus et al., 2013), debido que la obesidad y
diversas alteraciones metabolicas asociadas a ella, tienen un efecto adverso en la
funcion reproductiva especialmente en la hembra. Dentro del contexto del concepto
DOHabD, el aspecto mas importante de la funcion reproductiva de la generacion FO,
para la fisiologia de los descendientes F1 es la calidad de los gametos. En el caso
de la obesidad materna, se sabe que el estado metabodlico de las hembras FO
impacta negativamente en el proceso de maduracion de los ovocitos (Galarza, Rhon
Calderon, Cortez, & Faletti, 2017; Snider & Wood, 2019), cuya maduracion se lleva
a cabo en el organismo de la hembra FO desde antes del nacimiento. Por lo tanto,
se considera que la obesidad materna pre gestacional tiene un efecto que impacta

directamente sobre la generacion F1.

Es importante reconocer los efectos fisioldgicos ocasionados por la dieta alta en
grasa durante la pubertad de la hembra, ya que es una de las ventanas criticas mas
importantes para la programacién de la funcién reproductiva, debido a los cambios
fisiolégicos y morfologicos que ocurren en esta etapa del desarrollo del aparato
reproductor de la generacion FO y consecuentemente en la fisiologia de la

produccion de gametos competentes que daran origen a la generacion F1.a.

De acuerdo a la curva de crecimiento materno obtenida (Fig. 8), no se observaron
cambios en peso corporal entre los grupos C y MO antes de los 77 dias de edad.

Es decir no es posible detectar cambios en el peso corporal durante la pubertad y
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adolescencia de las ratas, que ocurre especificamente entre los 36 y 60 dias de
edad en las hembras (Leibowitz, Akabayashi, Alexander, Karatayev, & Chang, 2009;
Sengupta, 2013). Sin embargo, no se puede descartar la ocurrencia de efectos
fisiologicos adversos en la pubertad, asociados tanto a la dieta alta en grasa, que
hayan impactado en el desarrollo de la funcion reproductiva materna y por lo tanto
en la calidad de la produccion de gametos.

Existen diversos efectos adversos ocasionados por la dieta alta en grasa. El mas
relevante es la acumulacién excesiva de tejido adiposo y consecuentemente la
alteracion de sus funciones metabdlicas y endocrinas. Especificamente, una de las
alteraciones en la funcién endocrina del tejido adiposo que tiene mas impacto sobre
la funcion reproductiva es la produccion anormal de adipocinas, la cual puede ser
considerada como uno de los factores que ejercen un efecto negativo en la

produccion de gametos competentes y de buena calidad.

De acuerdo a los resultados experimentales, las hembras FO del grupo OM
mostraron un aumento de peso corporal a los 84 dias de edad, correspondiendo a
la edad de adulto joven, de acuerdo al desarrollo de la funcién reproductiva de la

rata hembra (Sengupta, 2013).

Debido a que en estudios previos se han reportado parametros fisiolégicos y
hormonales asociados a la funciéon reproductiva, los alcances del presente estudio,
no incluyeron determinaciones de la duracion de las fases ciclo estral y hormonas
sexuales durante la pubertad. Pero en experimentos usando el modelo de obesidad
materna realizado previamente por nuestro grupo de trabajo(Vega et al., 2013), se
ha observado que alos 120 dias de edad las hembras del grupo OM,. un incremento
de mas del doble en la concentracién de leptina y una disminucion en la

concentracion de estradiol (Vega et al., 2013).

Por lo tanto, se puede decir que los efectos de la dieta alta en grasa en la hembra

FO en edad adulta a diferencia de los efectos observados durante la pubertad,

pueden alterar la regulacién de la funcion reproductiva a nivel central, afectando la

fisiologia del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, lo que posiblemente explique la baja
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fertilidad reportada en las hembras OM en dicho estudio que fue del 23 % (Vega et
al., 2013). Dicho hallazgo complementa a las evidencias clinicas y experimentales
qgue postulan que la obesidad materna afecta la funcion reproductiva impactando
negativamente en la fertilidad de mujeres con obesidad cuyos mecanismos
implicados son desconocidos en gran medida (Jungheim, Travieso, Carson, &
Moley, 2012).

Aunque el presente estudio se enfoca principalmente en los efectos de la obesidad
materna previa y durante la gestacion y lactancia sobre el tejido adiposo de los
descendientes, es importante sefialar que los efectos fisiol6gicos programados
pueden originarse desde antes de la fecundacion. A este respecto se ha propuesto
gue para prevenir de manera efectiva la mejor intervencion para prevenir los efectos
intergeneracionales de la obesidad materna, indudablemente sera aquella que

inicie antes de la edad reproductiva (Nivoit et al., 2009).

En el presente trabajo, se observo que las hembras OM, a los 120 dias de edad
fueron 23% mas pesadas que el grupo C. Este resultado fue acorde a uno de los
primeros estudios con el modelo de obesidad materna realizados por nuestro grupo
de trabajo, en donde las hembras OM tuvieron un incremento de 22% en el peso
corporal respecto al grupo control. (Zambrano et al., 2010). La interpretacion del
significado del estado nutricional materno en términos de las medidas morfo-
métricas asociadas a la composicion corporal debe de hacerse con sumo cuidado.
Sin embargo, se puede notar que no es necesario gue se alcancen valores extremos
en la ganancia de peso corporal en las madres, para alterar el fenotipo de los
descendientes, al menos si esta ganancia de peso ha resultado de una trayectoria
nutricional adversa desde etapas tempranas en la vida posnatal. Es sabido que el
metabolismo materno presenta alteraciones de caracter fisiolégico, cuya funcion es
mantener un desarrollo fetal adecuado para las necesidades de cada momento
durante esta etapa (E. Zambrano, Ibafiez, et al., 2016). Por lo tanto, es posible que
las alteraciones tanto en el peso corporal materno, como en los parametros

bioquimicos y hormonales asociados a éstas durante la etapa pre gestacional podria
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tener un impacto directo en las adaptaciones metabdlicas maternas durante la

gestacion.

Tanto en modelos con roedores (Lopez-Luna, Maier, & Herrera, 1991; Lopez-Luna,
Munoz, & Herrera, 1986) como en estudios en humanos (Villar et al., 1992), se ha
observado que durante los primeros dos tercios de la gestacion, la secrecién de
insulina permite la acumulacion de grasa corporal. Por lo tanto, se considera que el
caracter metabdlico de esta etapa gestacional es predominantemente anabdlico en
la madre (Herrera, 2000, 2002; King, 2006). En el presente estudio, si bien se
observé que el peso corporal materno al inicio de la gestacion fue mayor en las
hembras FO del grupo OM (Fig. 4), la ganancia relativa de peso corporal dentro de
cada grupo en los primeros 14 dias de la gestacion, fue la misma en los grupos C y
OM. En estudios experimentales con roedores (Herrera, 2000, 2002) vy
epidemiologicos en humanos (Villar et al., 1992) se ha observado que el ultimo
tercio de la gestacion, se caracteriza por el estado de resistencia a la insulina de la
madre. Este estado de resistencia a la insulina, es de carécter fisioloégico y su
funcidn es redirigir los nutrientes energéticos ingeridos por la madre hacia el feto y
por lo tanto se considera que el caracter metabdlico en la gestacion tardia es

predominante catabdlico para la madre (Herrera, 2000, 2002; King, 2006).

La lactancia materna es muy importante para el desarrollo del recién nacido, ya que
es fundamental para la proteccion contra algunas enfermedades, especialmente las
gue estan relacionadas a alteraciones metabdlicas y endocrinas(Francisco et al.,
2018). Se considera también que la lactancia materna tiene un gran potencial para
la transmisién intergeneracional de enfermedades, por lo tanto, la lactancia es un
periodo de gran relevancia en el campo de estudio del contexto DOHaD, incluso
existen numerosas evidencias que corroboran el caracter de la lactancia como el
de una ventana critica de programacién metabdlica muy importante (Francisco et
al., 2018; Grundleger, Thenen, Pasquine, & Godbole, 1981; Guarda et al., 2014).

Desde el punto de vista del concepto DOHaD, la leche materna constituye un medio

por el cual el recién nacido recibe gran parte de las estimulos ambientales del medio
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en que se desarrolla. Debido a que los estimulos de la leche materna se reciben
durante una etapa temprana del desarrollo, se puede considerar que tiene un
potencial programador muy importante. Uno de los principales moduladores de los
estimulos ambientales que recibe el recién nacido alimentado con leche materna,
es el estado fisiolégico de la propia madre. En este contexto, el papel modulador de
la leche materna posiblemente, sea conferido tanto por su contenido de nutrimentos
como por su contenido de moléculas bio-activas, las cuales pueden ser hormonas
esteroideas, adipocinas, factores de proteccién inmunoldgica, entre otros con

capacidad de alterar la maduracién de 6rganos y sistemas del neonato.

La funcion mas importante de lactancia materna es la transferencia de nutrientes de
la hembra FO a sus descendientes F1, en consecuencia debe de haber
adaptaciones metabdlicas maternas con caracter fisiologico que faciliten este
proceso, de manera similar a las adaptaciones maternas durante la gestacion tardia.
Se ha demostrado, mediante la determinacion de perfiles lipidicos de ratas
experimentales amamantando en condiciones fisioldgicas, asi como en estudios
con humanos, un incremento en las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
circulantes, el cual comienza en la gestacion y permanece permanecen en los
primeros dias post-parto (Knopp et al., 1985). Estos hallazgos sugieren que en la
madre sigue una fase catabdlica activa, de manera similar a la que es observada

del dltimo tercio de la gestacion.

En el caso de la obesidad materna durante la lactancia, es posible que este estado
catabdlico se exacerbe afectando la cantidad y calidad, tanto de nutrientes como de
componentes bio-activos transferidos a la cria a través de la leche materna. En el
presente estudio se observo una reduccion gradual del peso corporal materno FO
del grupo OM, que fue evidente en los primeros 8 dias de lactancia, la cual estuvo
acompafada al final de la lactancia, al dia 21, con signos de resistencia a la insulina
(Fig. 5), y aumento en la concentracion de triglicéridos, confirmando un estado
catabolico materno exacerbado por la alimentacion alta en grasa previa y durante la

gestacion y lactancia.
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De acuerdo a los resultados de la madres FO del grupo OM durante la lactancia,se
observé pérdida de masa corporal e hipertrigliceridemia, lo que indica que una
cantidad importante de grasa corporal es movilizada a lo largo de todo el periodo de
lactancia. De tal forma que, estos hallazgos sugieren que los lipidos movilizados en

la madre finalmente sean transferidos a la cria a través de la leche.

En un estudio previo utilizando el modelo de obesidad materna, realizados dentro
de nuestro grupo de trabajo (Bautista et al., 2016) se confirm6 que la dieta alta en
grasa, como la que se empled en el desarrollo del presente trabajo, ocasiona que la
leche producida en el grupo OM, al dia 20 de lactancia, tenga un alto contenido de
grasa total, baja la cantidad de agua y también se confirmé que, en términos de la
cantidad de proteina, los grupos C y OM fueron similares. No obstante, se observo
gue en la leche materna del grupo OM, en comparaciéon con el C, se detecté mayor
cantidad de acido araquidonico (AA) y; menor cantidad de los acidos
eicosapentanoico (EPA) y docosahexandico (DHA). Lo que sugiere que la dieta
materna, alta en grasa, ademas de incrementar la cantidad de grasa total transferida
a la cria, también disminuye la calidad de la grasa ingerida por la cria (Bautista et
al., 2016).

Cada vez hay mayor evidencia en humanos, que durante el ultimo tercio de la
gestacion y los primeros 6 meses de lactancia, se requiere un gran aporte de AA'y
DHA debido a que la velocidad de transformacion de sus precursores en el higado
fetal y neonatal no es suficiente para cubrir los requerimientos nutricionales de esta
etapa del desarrollo (Valenzuela B. & Nieto K., 2003). Por lo tanto es la madre quien
los tiene que aportar a través del transporte placentario durante la gestacion y a

través de la leche durante la lactancia.

De acuerdo estudios previos (Bautista et al., 2016), la leche materna del grupo OM
tendria una deficiencia de EPA y DHA y quizas un aporte excesivo de AA, lo que
representa un posible factor de programacién, en especial para el desarrollo del
sistema nervioso y para la funcion visual. Sin embargo, todavia no esta del todo

claro cobmo es que un desbalance en la cantidad de acidos grasos poliinsaturados
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(PUFAs por sus siglas en inglés) podria ejercer un efecto programador en la
regulacién metabdlica, siendo una interrogante de importancia clinica y fisioldgica.
Se sabe por estudios asociados a modelos experimentales, de diferentes procesos
del desarrollo en la edad adulta, que en particular los PUFAs w-3 (como el EPA 'y
DHA) suprimen mientras que los PUFAs (como el AA) 6 promueven la
diferenciacion celular (Mansara, Deshpande, Vaidya, & Kaul-Ghanekar, 2015), un
hecho que podria ser crucial en diferentes érganos y sistemas que respondan a
estos estimulos durante la gestacion y lactancia.

DESCENDIENTES F1 DE MADRES OBESAS

Una de las primeras observaciones que contribuyeron para el desarrollo del
concepto DOHaD, fue la asociacion del peso corporal al nacimiento, de datos
obtenidos en el sureste de Inglaterra en los primeros afios del siglo XX con diversos
parametros fisiologicos en la edad adulta a mediados del mismo siglo(D. J. Barker,
1995; D. J. Barker & Osmond, 1986; D. J. P. Barker, 1998). De esta forma se
destaca la importancia predictiva que tiene el peso corporal sobre la trayectoria de
desarrollo en la vida posnatal. Los resultados obtenidos en el presente estudio,
respecto al peso corporal al nacimiento de las crias F1 fue menor Unicamente en
los machos OM, hecho que no se contrapone a lo reportado en este modelo por
nuestro equipo de trabajo anteriormente (lbafiez Chavez & Zambrano Gonzalez,
2014; E. Zambrano, et al., 2010);incluso otros grupos de investigacion han
observado que la obesidad materna puede reducir el tamafio fetal (Jungheim et al.,
2010). Sin embargo, es necesario aclarar que en comparacion con los humanos los
roedores nacen menos desarrollados (Luzzo et al., 2012), por otra parte en mujeres
con obesidad severa y obesidad morbida se ha reportado una proporcién
significativa de nacimiento de infantes cuyo peso al nacer es menor al percentil 10
correspondiente a su edad gestacional, considerados pequefios para su edad
gestacional (SGA por sus siglas en inglés) (Desai & Ross, 2011), de hecho un

estudio europeo ha reportado incidencia del 18% individuos SGA descendeintes de
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mujeres obesas en comparacion con el 10 % de SGA de la poblacion en general
(Rajasingam, Seed, Briley, Shennan, & Poston, 2009)

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso y la
obesidad se definen como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que puede
ser perjudicial para la salud (OMS, 2000). No obstante, los individuos con obesidad
no solo difieren en la cantidad de grasa corporal que acumulan, sino también en su
distribucién corporal, debido a distribucién regional de la grasa que induce la
ganancia de peso corporal influye sobre la intensidad y tipo de riesgo a la salud. En
estudios previos utilizando un modelo experimental como el que se emple6 en el
presente trabajo, se observo que las hembras FO alimentadas con dieta alta en
grasa desde el destete, el justo antes del apareamiento, a los 120 dias de edad
muestran mayor cantidad de grasa retroperitoneal (Santos et al., 2015; Vega et al.,
2013).

En este trabajo, no se observaron diferencias en el peso corporal ni en la ingesta de
alimento en las crias de los grupos C y OM a la edad de adulto joven. Sin embargo
se observo mayor acumulacion de tejido adiposo visceral en los machos y hembras
OM respecto al C. Si bien el analisis de la composicion corporal realizado por RMN
en los machos no mostro diferencias en la cantidad de masa grasa entre los grupos
C y MO, el andlisis por DEXA indica que en los descendientes OM, un mayor
porcentaje de su peso corporal corresponde a masa grasa, asi mismo, el indice de
adiposidad indica que existe un mayor contenido de tejido adiposo visceral en los
descendientes OM. El contraste observado entre los resultados observados,
respecto a la composicién corporal de los machos, puede deberse al principio de
determinacion de cada método, en el caso de la MR, el cual es considerado como
el estandar de oro para la determinacién de la composicién corporal, se basa en el
analisis de los espectros de absorcién/emision de ondas de radio, conocido como
el desplazamiento quimico, asociado la alineacién/relajacion de los espines
mediante la magnetizacién de los nucleos de los atomos de hidrogeno de las
moléculas de grasa. Dicha técnica tienen una alta especificidad y sensibilidad,

capaz de registrar el contenido total de la grasa presente en un organismo de
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manera independiente de su localizacion anatémica, por lo que la cantidad de grasa
detectada correspondera a la grasa presente en todos los componentes grasos del
cuerpo, en donde ademas de la grasa visceral, es capaz de detectar la grasa
subcutanea, la grasa contenida en otros tejidos como las neuronas, higado, la
embebida entre los tejidos como el musculo y la que esta contenida en el interior de
la célula formando parte de las membranas de los organelos. En contraste con la
técnica del DXA, el principio de determinacion se basa en la absorcion de rayos X
de alta y baja energia, lo que permite detectar con gran especificidad la cantidad de
tejido 6seo, el cual se caracteriza por tener una composicion quimica con elementos
electrodensos asi como la cantidad de tejido blando, con una composicion quimica
con elementos menos electrodensos que el tejido 6seo. El analisis de una imagen
obtenida por DXA permite establecer con precision la densidad de absorcion de
rayos X de cada region analizada, por lo que es posible determinar con precision en
cada region la cantidad de tejido adiposo que en general tiene una baja absorcidon
de rayos X. A diferencia de la RMN la técnica de DXA para determinar la
composicion corporal tiene un caracter mas anatomico. En este sentido se puede
resaltar la utilidad del IA para la determinacion del estado metabdlico de un
organismo, debido a que esta determinacion se basa Unicamente en la cantidad de
tejido adiposo visceral, el cual tiene una gran asociacion con la resistencia a la

insulina, dislipidemia y riesgo cardio-vascular.

Los resultados reportados en este trabajo sugieren que la obesidad materna
programa mayor en la acumulacion de grasa visceral en los descendientes. De
hecho, el exceso de grasa abdominal es un factor de riesgo tan importante para el
desarrollo de enfermedades metabdlicas como el exceso de grasa corporal per se
(Hwang et al., 2015). En general, se acepta que la grasa que se almacena en el
segmento central del cuerpo esta asociado a efectos adversos en el metabolismo
energético y se considera como un predictor de diabetes, enfermedad
cardiovascular e hipertension entre otros (Bergman et al., 2006). De igual forma se

acepta que la resistencia a la insulina es un factor esencial en la asociacion entre la
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acumulacién excesiva de grasa visceral y el riesgo de enfermedad metabdlica
(Imbeault et al., 1999).

En el analisis histologico del tejido adiposo se observé que si bien el tamafio del
adipocito en los descendientes F1 del grupo OM es mayor respecto al C en términos
de la mediana, la comparacion de las distribuciones acumuladas de ambos grupos
demuestra que existen diferencias alin mas marcadas en los extremos de la
distribucién (tanto en la regién de los adipocitos pequefios como de los grandes).
Sin embargo, las pruebas de normalidad realizadas el presente estudio demuestran
gue el tamafio del adipocito no puede ser modelado por la distribucion Gaussiana,
por lo que el andlisis se la distribucidn se realiz6 utilizando la distribucion Gamma,
la cual en realidad consiste en una familia de distribuciones que pueden tomar una
gren variedad de formas incluyendo distribuciones asimétricas y sesgadas a la
izquierda o bien pueden ser simétricas pero con una amplia dispersién. De hecho,
se observo que en los machos y hembras del grupo C, la distribucion de tamafo
del adipocito es asimétrica y sesgada a la izquierda, es decir, que los datos se
concentran en la region de los adipocitos pequefios, aunque es posible observar
una cola pesada que representa una proporcion baja de adipocitos de grandes pero
gue se encuentran distribuidos en un amplio rango tamafos , Asi mismo se observo
gue en machos y hembras los descendientes F1 del grupo OM los adipocitos son
de mayor tamafio con una distribucién mas simetrica y con mayor dispersion. .en
donde es posible observar un desplazamiento de la distribucidn hacia los tamafios
mas grandes, de esta forma, el modelo mateméatico empleado fue atil para ambos

grupos experimentales, lo que denota que

Es evidente que las caracteristicas del tamafio del adipocito observadas en este
estudio, tienen varias implicaciones metodoldgicas en el analisis histolégico, quiza
una de las mas importantes sea el hecho de que las medidas de tendencia central
como la media aritmética, la cual es usada con frecuencia, no sean la mas
representativa. Sin embargo, de acuerdo al andlisis de la distribucién del tamafio

del adipocito utilizando la distribucibn gamma, la obesidad materna programa la
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forma y amplitud de la distribucion, lo que en consecuencia origina diferencias en

las proporciones de adipocitos pequefios y grandes.

En el caso de las crias F1 de madres obesas, tanto machos como en hembras se
observé que la proporcion de adipocitos pequefios fue menor respecto al grupo Cy
la proporcién de adipocitos grandes fue mayor en los OM. Sin embargo, podemos
afirmar que los efectos de la obesidad materna sobre la forma de distribucion de
tamano del adipocito en F1, fueron diferentes en hembras y machos. Debido a que
la las variaciones en las proporciones de adipocitos grandes y pequefios observada
en el grupo OM respecto al control fueron mas acentuadas en los machos que en
las hembras.

Respecto a la proporcion de adipocitos pequefios, en los machos OM, se observé
gue ésta se redujo 100 veces respecto al C, mientras que en las hembras OM se
redujo 25 veces respecto al C. Dado que la cantidad de adipocitos pequefios se
asocia directamente a la sensibilidad a lainsulina,(Meyer, Ciaraldi, Henry, Wittgrove,
& Phillips, 2013; Tandon et al., 2018) este hallazgo puede explicar en gran medida
por que se observo en los machos descendientes F1 del grupo C que tuvieron un
IRl = 3.6, el cual se increment6 en el grupo OM con IRI=6.1 , mientras que en las
hembras F1 del grupo C se observo un IRI= 3.5, el cual se incrementé en el grupo
OM conIRI=5.6.

En el caso de la proporciones de adipocitos grandes, se puede decir que los efectos
observados fueron mucho mas marcados en los machos que en las hembras y de
acuerdo a las comparaciones de las curvas de frecuencia acumulada se puede decir
la tanto la forma como la amplitud de la distribucion de tamafio se programé de
manera diferente en machos y hembras F1 en respuesta a la obesidad materna, lo
cual puede ser un indicativo de las diferencias programadas en su mecanismo de
expansion. Una consecuencia importante de la programacion de la distribucion del
tamafo del adipocito especifica para cada sexo, consiste en la alteracion de las
proporciones de adipocitos pequefios y grandes, lo que puede asociarse a

alteraciones el estado metabdlico que dependen en gran medida del tejido adiposo.
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Respecto a la cantidad de adipocitos grandes se observé que en los machos OM,
dicha proporcién aumento 6.9 veces respecto al C y en las hembras OM aument6
3.9 veces respecto al C. Dado que la hipertrofia del tejido adiposo, esté directamente
ligada a la hipetrigliceridemia, el aumento en la proporcion de adipocitos grandes se
puede asociar al incremento en la concentracion de triglicéridos tanto en los
machos, como en las hembras del grupo OM respecto al C; Por otra parte, el
aumento de la proporcién de adipocitos grandes puede estar asociado a la
hiperleptinemina en los machos OM, pero no en las hembras OM, las cuales
presentaron concentraciones de leptina similares a las del grupo C. Aungque estos
resultados confirman los hallazgos reportados en la literatura a partir de los que se
propone una relacion directa entre el tamafio del adipocito y los niveles de leptina
(Zhang, Guo, Diaz, Heo, & Leibel, 2002), de acuerdo a los resultados de este
trabajo, se puede sugerir que la concentracion de leptina se podria asociar de
manera mas especifica a la amplitud y desplazamiento de la distribucion y que se
refleja en el tamafio maximo del adipocito, ya que en los C se observo un tamafio
maximo de 6 500 yum? OM en donde se observaron adipocitos con un tamafio
maximo de 12000 um? respecto a las hembras C 5 7500M con adipocitos de un
tamafio maximo de 8750 um?La amplia dispersion y desplazamiento de la
distribucion del tamafio de los adipocitos de los machos OM, es una consecuencia
de la disminucion de adipocitos pequefios y a un aumento de tamafio pero del
numero de los adipocitos grandes, ya que en el extremo derecho de la distribuciéon
se observa se observa un aumento el tamafo del adipocito sin aumento de su
frecuencia originado una cola derecha pesada muy pesada, haciendo que la

distribucion carezca de la asimetria observada en el grupo C.

La cantidad de adipocitos pequefios suele asociarse a un tejido que se encuentra
en expansion hiperplasica y un aumento en su frecuencia de estos en los extremos
cercanos al cero dentro de la distribucién del tamafio de un depoésito de grasa en
particular, sugiere que el proceso adipogénico correspondiente a la diferenciacion
de los precursores se encuentra activo. En el caso se de los machos F1 del grupo

MO se observa que practicamente esta poblacion es inexistente (<0.1% del total de
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los adipocitos), dicha observacion, podria estar asociada alteraciones en la
diferenciacion temprana de los adipocitos. De acuerdo a la expresion de los genes
maestros de la adipogénesis en la FEV, si bien el el incremento en la expresion del
PPAR-y en los machos F1 sugiere un incremento en el compromiso de los
precursores para diferenciarse a adipocitos, no obstante la expresion disminuida de
CEBP-a demuestra alteraciones en el proceso. Existen evidencias experimentales
de que la expresion del PPAR-y es obligada y puede ser suficiente para mantener
la adipogenesis (Farmer, 2006; Rosen & MacDougald, 2006; Siersbeek, Nielsen, &
Mandrup, 2012) y de que el CEBP-a, es necesario para mantener el estado
diferenciado del adipocito en el tejido adiposo blanco (Linhart et al., 2001; N.-d.
Wang et al., 1995). Incluso, se ha observado que tanto en animales knock out
CEBPa-/- (Linhart et al., 2001) asi como en animales con ablacion posnatal del gen
CEBPa (Yang et al.,, 2005) denuestan que los adipocitos que alcanzan a
diferenciarse muestran rasgos de resistencia a la insulina, por lo que estos animales
muestran alteraciones compatibles con el sindrome metabdlico. Por otra parte se
ha establecido que el potencial adipogénico es reducido en fibroblastos con
expresion deficiente de CEBP-a, al parecer este comportamiento se explica por la
dificultad de los preadipocitos para comenzar a formar vacuolas de grasa (Wu et al.,
1999).

En el caso de las hembras F1 del grupo OM, podemos observar que en la FEV la
expresion de los genes maestros reguladores de la adipogenesis PPAR-y y CEBP-
a se encuentra regulada a la alta, lo que sugiere que el potencial adipogénico de los
precursores de los adipocitos esta incrementado. Por lo que, si bien existe una
disminucién en la proporcién de adipocitos pequefios, esta no es tan marcada como

en los machos.

El arreglo utilizado para el andlisis de la expresion génica en el tejido adiposo
maduro resulté de gran utilidad para evaluar el mecanismo de expansion en machos
y hembras descendientes de madres obesas ya que si bien el arreglo esta disefiado
para evaluar el proceso adipogénico, éste incluye genes cuya expresion debe de

ser mantenida desde las fases iniciales de la adipogenesis como la etapa de
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compromiso de los pre adipocitos y que en etapas tardias juegan un papel
importante en la regulacion del metabolismo. Asi mismo, dicho arreglo contiene
genes que son caracteristicos de la diferenciacion terminal y muchos de ellos
ademas de funcionar como marcadores de maduracion tienen un papel importante
en la regulacién metabdlica. Por otra parte, el arreglo empleado por la cantidad de
genes que contiene, ofrece la posibilidad de llevar a cabo la asociacion funcional de
los genes diferencialmente expresados, mediante algoritmos de busqueda en bases

de datos mediante herramientas bioinformaticas.

Uno de los hallazgos méas importantes del presente estudio, fue que la expresién
génica asociada a la expansion del tejido adiposo programada por la obesidad
materna es diferente en hembras y machos. Ademas de que la cantidad de genes
diferencialmente expresados en los descendientes de madres obesas fue mayor en
los machos (63%) que en la hembras (18%), se observo que fue en direcciones
opuestas, es decir mientras que los genes diferencialmente expresados mostraron
estar regulados a la baja en los machos, en las hembras se observé que fueron
regulados a la alta. Asi mismo el analisis de la asociacion funcional de estos genes
demostré que los procesos celulares afectados fueron diferentes en machos y
hembras de los descendientes de madres obesas. Estos hallazgos, junto con las el
analisis del tamario del adipocito sugieren que la diferencias en la distribucion estan
directamente asociadas con la expresion del tejido adiposo, en especial de los

genes relacionados a la diferenciacion terminal.

En cuanto a la expresion de las proteinas asociadas a la regulacion del ciclo celular,
se ha descrito que deficiencias en la regulacidn de este proceso estan asociada con
la hipertrofia del tejido adiposo (Palsgaard et al., 2012). De acuerdo a la asociacion
funcional de los genes diferencialmente expresados en los machos F1
descendientes de madres obesas, se observd que diversos genes que regulan la
progresion del ciclo celular en el adipocito se encuentran expresados a la baja. La
importancia de la expresion génica de proteinas que permitan la progresion del ciclo
celular en el adipocito, radica en que la expresion de muchos genes que codifican

la expresion de proteinas que regulan la lipolisis y lipogenesis depende del ciclo
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celular. Se observaron efectos importantes en genes clave para mantener el estado
diferenciado del adipocito, por ejemplo el CEBP-a mostré menor, el cual es uno de
los genes maestros de la adipogenesis. Como se menciond anteriormente, es un
gen importante en la etapa de compromiso del adiposo, pero su papel en la
diferenciacién terminal esta asociado con la sensibilidad a la insulina. Asi mismo,
se observo en los machos F1 del grupo OM menor expresion de las proteinas Cdk4,
Rb1 junto con el factor de transcripcién E2f1, que en conjunto son fundamentales
para mantener la sensibilidad a la insulina en el adipocito diferenciado (Denechaud,
Fajas, & Giralt, 2017). Es posible que las deficiencias en la expresion de proteinas
gue regulan el ciclo celular tenga como consecuencia la inhibicién de la expresion
de diversos receptores nucleares, dichos genes son fundamentales para la funcion
del adipocito, ya que muchos de ellos como, el recpetor de oxisteroles LXRa, RXa,
PPAR-a y Lpl funcionan como una especie de sensores nutricionales a nivel celular
y es a traves de ellos que la célula puede activar la lipolisis al censar abundancia de
lipidos(Jacobi, Stanya, & Lee, 2012) .Por lo que es posible que la falta de expresion
de estas proteinas esté implicada en aumento de tamafio de los adipocitos
diferenciados, quizas de una manera descontrolada ya que en la distribucién de

tamanfnos se observa una gran dispersion en los machos F1 del grupo MO.

Hasta este punto se puede asociar el fenotipo observado en la distribucion del
tamanfo del adipocito en los machos MO F1 con la resistencia a la insulina. La cual
podemos decir que esta programada en los machos descendientes de madres
obesas y probablemente sea originada por las alteraciones en la regulacion del ciclo
celular. Es posible que dichas alteraciones ocurran desde la fase del compromiso
de los preadipocitos, ya que como observamos en el caso de la expresion del CEBP-
a, se encuentra regulada a la baja tanto las células de la FEV que contienen a los

preadipocitos como en el tejido adiposo de los machos.

Todos estos hallazgos explican la resistencia a la insulina en los machos, de hecho
se observa disminucién en laya que la expresion del gen que codifica para el GLUT4
(Slc2a4) y diversas proteinas necesarias para la sefializacién de la insulina. Sin

embargo en el caso de las hembras en las que también se observa resistencia a la
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insulina se observan otras alteraciones en la expresion génica del tejido adiposo,
principalmente un incremento en la via de sefializacion de las MAPK, lo que podria
estar asociado a la acumulacion excesiva de lipidos en el adipocito. Por otra parte
se ha descrito que la activacion de esta via explica el origen de la resistencia a la
insulina, la cual aunque no es tan marcada como en los machos es evidente en las

hembras F1 del grupo OM.

Debido a que la via de sefalizacion WNT se ha asociado a la inhibicion de la
proliferacién de los precursores de los adipocitos (E. Zambrano & Nathanielsz,
2013), la baja cantidad observada de adipocitos pequefios podria explicarse por
este hecho. Es sabido que la disminucion de la expresion de proteinas de la via
WNT podria favorecer la diferenciacion de los pre adipocitos a adipocitos maduros,
lo que resultaria en un incremento en la produccion de los adipocitos recién
diferenciados. Sin embargo es posible que la disminucion de las proteinas Wnt6,
Wntl0a, y Wntl0Ob que en principio favorece la adipogénesos (Prestwich &
Macdougald, 2007) sea consecuencia de una respuesta compensatoria ante la
resistencia a la insulina. Incluso, se ha asociado el desarrollo de la resistencia a la
insulina con deficiencias en la sefalizacion de la WNT (Cawthorn et al., 2012)...
Cabe sefialar que la mayor parte de los genes asociados a la via de Wnt
corresponden a proteinas secretadas y que ejercen efectos paracrinos, los cuales
conforman los ciclos de retroalimentacion que en el tejido adiposo originan la
produccion de nuevos adipocitos a partir de sus precursores. Especialmente las
presencia de proteinas Wnt, se ha descrito como un freno molecular para la
produccion de adipocitos a partir de sus precursores, lo que explique al menos en
parte el incremento en la expresion del PPAR-y de la FEV de los machos F1 del

grupo OM.

De acuerdo a los resultados obtenidos al analizar el perfil de expresién adipogénico
de las crias de madres obesas, es posible que las alteraciones en los genes que
regulan la progresion del ciclo celular en el tejido adiposo de los machos sea incapaz
de expresar la maquinaria molecular suficiente para ejercer su papel en la

regulacion del metabolismo asi como parapromover el reclutamiento de nuevos
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adipocitos. En el caso de las hembras, parece que la alteracion existe en fases
tardias del proceso de diferenciacion, en la cual el almacenamiento de grasa podria
estar incrementado debido al incremento de la expresion de las proteinas asociadas
a MAPK (Inoue et al., 2008).

En estudios similares con roedores alimentados con dietas obesogénicas (tipo
cafeteria y altas en grasa) durante 4 meses, se ha reportado que en el tejido adiposo
retroperitoneal se incrementa la expresion de genes adipogénicos asociados al
incremento de la actividad termogénica y a la proliferacién de los precursores del
adipocito, lo que sugiere que la dieta obesogénica origina una respuesta adaptativa
al incremento de la ingesta energética. Debido a que se expresan proteinas
encargadas de la disipacion de energia como la UCPL1. Los resultados obtenidos en
el presente estudio en contraste, sugieren la inhibicion de la proliferacion de
precursores del adipocito, en donde el proceso de diferenciacion se favorece pero
con la expresion deficiente de proteinas funcionales, en particular, las participantes
en la sefalizacion a la insulina, lo que podria explicar en gran medida los valores de

HOMA incrementados.

Los lipidos, ademas de funcionar como una reserva energética y componente
estructural de la célula, actian tanto como activadores de la transcripcion y
moléculas de sefalizacion. Un exceso de lipidos en el ambiente fetal puede regular
a la expresion génica asociada a los censo de lipidos y metabolismo mediante

mecanismos epigenéticos (Heerwagen et al., 2010).
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CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo, en términos metabdlicos, de acumulacion de
grasa corporal, distribucién del tamafio del adipocito y expresion génica, indican que
el mecanismo de expansion del tejido adiposo en respuesta a la obesidad materna
se programa de manera diferente en machos y hembras.

En el caso de los machos, en el tejido adiposo, se observo, un aumento exacerbado
en la proporcién de adipocitos grandes junto con la disminucién de la proporcién de
adipocitos pequefos a lo largo de una distribucion de tamafios muy amplia, asi
como una disminucion significativa de la expresion genes propios de la
diferenciacion terminal; en la FEV se observo una alteracion en el patron de
expresion de los genes maestros de la adipogenesis. Estos resultados sugieren que
la programacion del mecanismo de expansion del tejido adiposo en los machos, se
da principalmente por hipertrofia debido, por una parte, a deficiencias en la
diferenciacion de los adipocitos a partir de sus precursores y por otra parte
desarrollo de adipocitos disfuncionales que no expresan la maquinaria molecular
suficiente para ejercer de manera optima su papel regulador en el metabolismo de

lipidos y carbohidratos.

En el caso de las hembras, si bien, en el tejido adiposo se observd mayor proporcion
de adipocitos grandes y menor proporcion de adipocitos pequefios, los efectos de
la obesidad materna en la distribucion de tamafio del adipocito fueron diferentes, ya
gue la dispersion de los tamafios que fue menor que en el caso de los machos; asi
mismo, se observo un incremento la expresion de genes asociados a las vias de
sefalizacion que favorecen la acumulacion excesiva de lipidos y la progresion de la
resistencia a la insulina. En la FEV, los analisis moleculares demostraron mayor
expresion de los genes maestros de la adipogenesis. Dichos resultados sugieren
gue la programacion del mecanismo de expansién del tejido adiposo en las
hembras, se debe por una parte al incremento en la diferenciacion de adipocitos a

partir de sus precursores (favoreciendo el caracter hiperplasico en comparaciéon con
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los machos) y al aumento en la expresion de genes que favorecen la acumulacién

y produccion excesiva de lipidos en los adipocitos diferenciados.
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PERSPECTIVAS

Es posible que la expresion de diversos genes adipogénicos esté relacionada
directamente con el tamafio del adipocito, por lo que sera necesario analizar la
expresion de genes involucrados en la regulacién de la adipogénesis en adipocitos
separados de acuerdo a su tamafio. También se puede sugerir que la obesidad
materna en los machos programa la disminucion en la expresion de genes
adipogénicos caracteristicos de la diferenciacién temprana y reguladores del ciclo
celular en el adipocito; mientras que en las hembras la obesidad materna programa
mayor expresion de génica asociada en fases tardias de la maduracion del
adipocito, por lo que seria necesario hacer ensayos funcionales en precursores del
adipocito aislados en descendientes de madres obesas. Debido a que es probable
gue estas modificaciones en la regulacion de la adipogenesis, se hayan programado
como una respuesta de los precursores del adipocito ante al ambiente materno
durante la gestacién y lactancia, caracterizado por la abundancia de lipidos y
carbohidratos. Asi mismo se sugiere que el origen de la hipertrofia del tejido adiposo
programada por la obesidad materna, estd asociada a la disminucion de la
capacidad proliferativa, a diferencia de la obesidad alimentaria que en sus fases
iniciales promueve mayor proliferacion, lo que origina las alteraciones metabdlicas

observadas.
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Different Statistical Approaches to
Characterization of Adipocyte Size in
Offspring of Obese Rats: Effects of
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Carlos A. Ibanez', Magaly Vazquez-Martinez', J. Carlos Leon-Contreras?,
Luis A. Reyes-Castro’, Guadalupe L. Rodriguez-Gonzalez', Claudia J. Bautista’,
Peter W. Nathanielsz3 and Elena Zambrano™
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Adipocyte size (AS) shows asymmetric distribution related to current metabolic state,
e.g., adipogenesis or lipolysis. We profiled AS distribution using different statistical
approaches in offspring (F1) of control (C) and obese (MO) mothers (FO) with and
without FO or F1 exercise. Offspring from FO exercise were designated CFOex and
MOFOex. Exercised F1 of sedentary mothers were designated CFiex and MOF1ex.
F1 retroperitoneal fat cross-sectional AS was measured by median, cumulative
distributions, data dispersion and extreme values based on gamma distribution
modeling. F1 metabolic parameters: body weight, retroperitoneal fat, adiposity index
(Al), serum leptin, triglycerides (TG) and insulin resistance index (IRI) were measured.
Male and female F1 AS showed different cumulative distribution between C and MO
(p < 0.0001) therefore comparisons were performed among C, CFOex and CF1ex
groups and MO, MOFOex and MOF1ex groups. MO Al was higher than C (p < 0.05)
and male MOF1ex Al lower than MO (p < 0.05). Median AS was higher in male and
female MO vs. C (p < 0.05). Male and female MOFOex and MOF1ex reduced median
AS (p < 0.05). Lower AS dispersion was observed in male CFiex and MOF1ex vs.
CFOex and MOFQex, respectively. MO reduced small and increased large adipocyte
proportions vs. C (p < 0.05); MOFOex increased small and MOF1ex the proportion
of large adipocytes vs. MO (p < 0.05). MOFOex reduced male IRl and female TG
vs. MO (p < 0.05). MOFiex reduced male and female leptin (p < 0.05); CFlex
reduced male leptin (p < 0.05). Conclusions: several factors, diet, physical activity
and gender modify AS distribution. Conventional AS distribution methods normally
do not include analyzes of extreme, large and small adipocytes, which characterize
different phenotypes. Maternal high fat diet affects F1 AS distribution, which was
programmed during development. FOex and Flex have gender specific F1 beneficial
effects. AS distribution characterization helps explain adipose tissue metabolic changes

Frontiers in Physiology |

frontiersin.org

1 November 2018 | Volume 9 | Article 1571

92




Ibanez et al Obese Offspring Adipocyte Size Characterization

in different physiological conditions and will aid design of efficacious interventions
to prevent and/or recuperate adverse developmental programming outcomes. Finally,
precise identification of effects of specific interventions as exercise of FO and/or F1 are
needed to improve outcomes in obese women and their obesity prone offspring.
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INTRODUCTION

We (Zambrano et al., 2010, 2016; Rodriguez et al., 2012; Santos
etal., 2015; Vega et al., 2015; Bautista et al., 2017) and others (Sen
and Simmons, 2010; Elshenawy and Simmons, 2016; Lecoutre
et al, 2016; Wankhade et al., 2016) have studied the rat as
an experimental animal model of the metabolic consequences
of maternal (F0) obesity (MO) in offspring (F1). In addition,
several studies have shown differential responses in male and
female F1 from obese mothers (Vega et al,, 2015; Almeida et al.,
2017; Carrillo et al,, 2017). Variable physiological conditions can
profoundly either reduce or increase adipose tissue lipid storage
capacity by up to 15-fold (Berry et al, 2013). Adipose tissue
volume expansion depends on two mechanisms: hypertrophy
[increased adipocyte size (AS)] and/or hyperplasia (increased
adipocyte number) (Ali et al., 2013; Cohen and Spiegelman,
2016). Increased AS has been related to pathogenesis of
insulin resistance, dyslipidemia and impaired adipokine secretion
(Murphy et al, 2017) and represents an easily quantifiable
marker of adipose tissue dysfunction that can be compared across
pathologies (Jung and Choi, 2014).

Adipocytes isolated by collagenase digestion can be accurately
analyzed by Coulter counting or flow cytometry (Hirsch and
Gallian, 1968; McLaughlin et al., 2014; Fang et al, 2015).
However, this approach has many disadvantages due to the
potential cell damage by protease activity, incomplete cell
separation and lack of specificity of automatic particle detection.
In addition, AS obtained from isolated adipocytes is often
reported as multimodal histograms (Bradshaw et al, 2003),
whose statistical distribution is frequently empirically modeled
by sophisticated differential equations (Jo etal., 2009, 2010, 2013),
which potentially discourage their generalized use.

Histological determination of AS has many advantages over
isolated cell methods in terms of specificity of adipocyte
detection, since cell morphology and structure are better
conserved by paraformaldehyde fixation and paraffin embedding
(Parlee et al, 2014). Moreover, adipocyte boundaries, can be
easily delimited in a digitalized microscope field and the area
enclosed by each individual cell can be accurately quantified with
common image analysis software (Berry et al.,, 2014).

Due to high AS heterogeneity, there is currently no single
generally accepted method for size comparison and analysis.
For example, we (Zambrano et al, 2010), and others (Chen
and Farese, 2002; Bringhenti et al., 2011) have generally
compared mean AS by the commonest parametric methods.
Nevertheless, AS in several conditions cannot be analyzed under
the assumption of a normal distribution. Consequently, AS
median size is usually compared by non-parametric statistics test
(Berends et al., 2013), and descriptive statistics are employed to

tissue, maternal ok

p

show AS differences at extreme values. Many published papers
only address changes in larger cells (Laye et al., 2009; Jo et al.,
2010; Baik et al,, 2014; Fukuda-Tsuru et al., 2014).

Since an increased proportion of large adipocytes is
associated with increased differentiation rates (Camp et al.,
2002; McLaughlin et al., 2007; Skurk et al., 2007); and increased
proportion of small adipocytes is associated with augmented
proliferative rate (Kajita et al., 2012), it has become of interest
to determine AS distribution between large and small sized
adipocytes under several physiologic conditions to elucidate
the cellular mechanisms involved in expansion of specific fat
depots. Thus, it is likely that different proportions of small,
medium and large adipocytes will provide insight into different
cellular mechanisms of adipose tissue expansion. It has been
proposed that “cross-sectional static cell-size distributions for a
range of snapshots of animal development can be used to deduce
the dynamics of adipose tissue growth, if we can appropriately
analyze the snapshots with the help of mathematical modeling” (Jo
et al.,, 2009).

In this report, several approaches are proposed to characterize
the AS distribution in terms of AS central tendency (represented
either as mean or median), measures of data dispersion
and extreme values of AS. Measures regarding data spread
and data distribution shape were estimated under gamma
distribution assumption. Adipocyte boundaries in a histological
slide resemble a tiling composed of polygons with all the vertices
pointing outward similar to a Poisson-Voronoi diagram, thereby
allowing the use of gamma distribution as a statistical model
(Tanemura, 2003).

We studied our well-established rat model of increased F1
adiposity programmed by FO obesity to characterize the AS
distribution by different analytical approaches. Since FO (Vega
et al.,, 2015) and F1 (Santos et al,, 2015) exercise interventions
(FOex and Flex) lead to different F1 metabolic benefits, we
hypothesize that different AS distribution will be observed
depending on the nature of the exercise intervention.

MATERIALS AND METHODS
Ethical Approval
This study was carried out in accordance with the

recommendations of Mexican law on animal protection
(NOM-062-Z0O0-1999). The protocol (BRE-112/CINVA 271)
was approved by Animal Experimentation Ethics Committee of
the Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubirdn (INCMNSZ). Female albino Wistar rats were born and
maintained in the animal facility of the INNCMSZ, accredited by
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the Association for Assessment and Accreditation of Laboratory
Animal Care International (AAALAC).

Experimental Design

Rats were maintained under controlled lighting (lights on
from 07:00 to 19:00 h at 22-23°C) and fed normal laboratory
chow (Zeigler Rodent RQ22-5, United States) containing 22.0%
protein, 5.0% fat, 31.0% polysaccharide, 31.0% simple sugars,
4.0% fiber, 6.0% minerals and 1.0% vitamins (w/w), energy 4.0
kcal g~!. Between 16 and 17 weeks of age, when they weighed
200-240 g, females were bred to randomly assigned, non-litter
mate, proven male breeders. At delivery, on day 0, litters that
provided Founder Generation (FO) mothers were culled to 10
pups, each containing at least four females. At weaning (day
21) one female FO pup from each litter was randomly assigned
to either a control (C; n = 16) group fed laboratory chow or
to a maternal obesity group (MO; n = 16) fed a high energy,
obesogenic diet containing 23.5% protein, 20.0% animal lard,
5.0% fat, 20.2% polysaccharide, 20.2% simple sugars, 5.0% fiber,
5.0% mineral mix, 1.0% vitamin mix (w/w), energy 4.9 kcal g';
diet contents, including vitamin and mineral mix were according
to the recommendation for rodents of the American Institute of
Nutrition/AIN-93G (Reeves et al., 1993). Thus, each FO group
contained only one female from any litter and FO females in
different groups, but not within groups, were sisters, providing
homogeneity in FO mothers’ own developmental programming
and genetics.

At day 90, 1 month before breeding, one half of C and MO F0
were randomly selected to continue their diet and begin voluntary
wheel-running exercise at (C exercised—CFOex; MO exercised—
MOFO0ex). The opportunity to wheel run was available through
pregnancy. Remaining females continued with their respective
diets during pregnancy and lactation (Figure 1).

FO female rats were placed with proven male breeders on
day 120 and conceived during the next cycle. The day in which
spermatozoa were detected in a vaginal smear was designed as
day of conception—day 0. To minimize consumption of the
high energy-obesogenic diet by the males during the mating
period, males were placed with females at nightand removed each
morning. Male breeders did not perform any exercise. Lactating
mothers were maintained on their pregnancy diet. Litter size and
pup weight were recorded at birth. F1 anogenital distance was
measured to identify males and females (Zambrano et al., 2006).
To ensure F1 homogeneity, on postnatal day (PND) 2, all litters
studied were adjusted to 10 pups with equal numbers of males
and females as closely as possible. F1 were weaned at PND 21,
housed five per cage and fed Chow diet throughout the study. At
PND 50 eight males and eight females from C and MO sedentary
mothers from different litters were randomly selected to begin
voluntary wheel-running exercise (C exercised—CFlex; MO
exercised—MOFlex). F1 from maternal exercise intervention
were called CF0ex and MOFOex, whilst F1 from offspring exercise
intervention were denoted as CFlex and MOFlex (Figure 1).

FO Voluntary Exercise
CF0ex and MOFOex rats were adapted to wheel run on 2 days on
the week before day 90 allowing the rats to be in contact with the

rodent wheel in 15-min sessions. From day 90 to breeding at 120
were trained five times a week following a schedule established
in a previous study and consisted of a 15-min run followed by a
15-min rest and a second 15-min run between 9:00 and 12:00 h
(Vega et al., 2016). FO rats during pregnancy ran for only one 15-
min session five times a week. Voluntary exercise varied in late
gestation, some animals did not run the day before parturition
while others completed the schedule until parturition. Mothers
did not exercise while nursing.

F1 Voluntary Exercise

CFlex and MOFlex rats were adapted in the same way, allowing
them to be in contact with the rodent wheel 2 days in the week
before PND 50. F1 rats ran 15 min which they always completed,
followed by 15-min rest and a second 15-min run 5 days per week
for 2 months (PND 50-PND 110). The last bout of exercise took
place 24 h prior tissue collection.

F1 Sampling

At PND 110, following a 6-h fast, F1 rats were euthanized
under general anesthesia with isoflurane exposure and rapid
decapitation performed by trained personnel, experienced in
using a rodent guillotine (Thomas Scientific, United States)
between 12:00 and 14:00 h. Trunk blood was collected, and
serum separated and preserved at —70°C until biochemical and
hormonal analysis. Visceral fat depots located inside the thorax
(mediastinal) and abdomen (omental, perirenal, retroperitoneal,
epididymal, periovarian, perivesical and parametrial) were
excised and weighed. Adiposity index (AI) was calculated as 100
x total adipose tissue (g)/body weight (g). The retroperitoneal
fat pad was fixed in 10% paraformaldehyde, dehydrated and
paraffin-embedded (Vankelecom, 2009).

F1 Cross-Sectional AS

A total of 5 pm thickness paraffin-embedded retroperitoneal
fat sections were mounted on poly-L-lysine pre-coated slides.
After deparaffinization and rehydration slides were stained with
hematoxylin and eosin (Cardiff et al., 2014). We analyzed at
least 25 different cells per animal, using an Olympus BX51 light
microscope (Melville, NY, United States) at 20 x magnification.
AS was measured manually by delimiting the adipocyte cross-
sectional area in digital images using AxioVisio LE software real
4.8 version (Zeiss® copyright 2006-2010 Stuttgart-Germany) in
at least 180 cells per group corresponding to an average of 25
cells per animal. AS was reported as the area obtained in jum?.
All histological measurements were performed by an observer
blinded to the nature of the tissue source.

Characterization of Offspring AS
Distribution by Different Statistical
Approaches

AS Central Tendency and Data Distribution

Mean and median AS differences among groups were compared.
In addition, AS data from all animals were visualized in grouped
scatter plots and data dispersion analyzed by plotting the median
vs. interdecile range.
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AS Distribution Comparisons
Data distribution differences in AS were assessed by statistical
comparison of their cumulative distributions.

AS Gamma Distribution Modeling

Normal distribution was evaluated using the AS sample mean and
standard deviation. Since a cross-sectional view of adipose tissue
emulates a Poisson-Voronoi diagram (Figure 2A) and the AS in
a histological slide (Figure 2B) show an asymmetric distribution
(Figure 2C).

Histograms of AS relative frequency with area intervals,
approximated by the Sturges rule (Scott, 2009) of 500 jm?,
(ie., 0-500 pwm?, 501-1,000 pm?, 1,001-1,500 pm?...until
the maximal observed area interval), were overlaid with
their corresponding gamma probability density function. The
determination coefficient (R?) was calculated for theoretical
normal and gamma quantiles by Q-Q plot analyses. Shape
(mean/SD)? and scale [(SD)?/mean] were estimated individually
for each rat, to calculate the small and large AS proportions.

Estimation of Small and Large AS Proportions

Small and large adipocyte cut-off points were defined,
respectively, by the 10th and 90th percentile of the gamma
distribution of the C group and analyses by non-parametric
comparisons.

Blood Measurements

Glucose and triglycerides (TG) were analyzed enzymatically in a
Synchron CX auto analyzer (Beckman Coulter, Co.); insulin and
leptin were determined by radioimmunoassay. Insulin Resistence
Index (IRI) was calculated from IRI = glucose (mmol/L) X insulin
(WU/mL) x 22.57! (Vega et al.,, 2015).

Statistical Analysis

One male and one female per litter were chosen randomly
to provide n = 8 rats per sex per group. Shape, rate, and
scale parameter are reported as median with interquartile range.
Body weight, AI and blood measurements are reported as
mean + SEM.

Adipocyte size cumulative distributions by the two sample
Kolmogorov-Smirnov test (Graph Pad Prism 6.0) and the
observed p-value was adjusted with the Bonferroni correction to
counteract three sample simultaneous comparisons.

To assess the effect of FO diet on F1 phenotype, we compared
F1 parameters of C and MO by Student’s t-test for normally
distributed data (body weight, AI and blood measurements) or
the Mann-Whitney U test for non-normally distributed data (AS
distribution). To assess effects of FOex and Flex within C and
MO, we performed one-way ANOVA for normally distributed
data and Kruskal-Wallis test for non-normally distributed data.
AS dispersion of extreme values were determined by gamma
distribution probability comparison. p < 0.05 was considered
statistically different.

RESULTS
F1 Body Weight and Al at PND 110

F1 body weight was similar between C and MO within males and
females (Figures 3A,C). Male body weight was lower in CFOex
than C but similar in CFlex. In the female F1, FOex or Flex
did not affect body weight (Figure 3C). AI was higher in MO
when compared to C (p < 0.05) for both males and females
(Figures 3B,D). Al was similar in all control groups in both males
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and females. MOFOex AI was lower than MO (Figure 3B). No  groups, but was lower in MOFOex and MOFlex males than
differences were observed in the female AI (Figure 3D). MO (Figure 4A). Among C female groups, CFlex AS mean

Characterization of Offspring AS

Distribution

AS Central Tendency and Data Distribution

was decreased compared to C and CFOex. C and CFOex
were similar. In the MO female groups, both FOex and Flex
intervention reduced mean AS in comparison with the MO
group; however, a higher reduction in mean AS was observed

Mean AS was higher in MO compared to C (p < 0.05) for in MOFlex (Figure 4D). AS data failed both normality and
both males and females. Mean AS was similar within C male homocedasticity tests. Comparison of means alone is therefore an
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incorrect approach and is used here only to describe differences
in means by one way ANOVA due to the generalized use of this
approach in most studies. The scatter plot from C group male and
female F1 showed more concentrated data; while male and female
F1 from the MO groups show a bigger data spread. In addition,
MOF0ex and MOFlex reduced the data spread in both sexes
(Figures 4A,D). A non-parametric comparison of AS showed
that median AS was higher in MO when compared to C (p < 0.05)
for both males and females. Median AS was similar within C male
groups while MOFOex and MOFlex AS was decreased compared
with the MO group (Figures 4B,C). In female C groups, AS was
lower in the CFlex group vs. CFOex but was similar to C. In
MOF0ex and MOF1 females AS was decreased compared with
MO females (Figures 4E,F).

Among C groups, the plots of AS median vs. Interdecile Rage
showed that CFOex predominantly reduced AS data dispersion
in females but not in males (Figure 5). CFlex mainly reduced
data dispersion in males and females; whilst among MO groups,
MOFOex mostly reduced central tendency in both males and
females and MOFlex reduced AS central tendency in males and
females; however, data dispersion was only reduced in males.

AS Cumulative Distribution Comparisons
Male and female C cumulative AS distributions were different
(p < 0.0001) from MO (Figure 6). CFOex and CFlex male AS

distributions were different but similar to C. Male MO, MOF0Oex
and MOFlex were different (p < 0.05). Female CF0ex and CFlex
were similar but different from C. MO, MOF0ex and MOFlex
were different (p < 0.05).

AS Distribution Modeling

In all groups, analysis of Q-Q plots showed that AS distribution
fits to their theoretical normal and gamma distributions with R
values greater than 0.9. However, the linearity in gamma Q-Q
plots was greater than normal Q-Q plots, while gamma Q-Q plots
showed expected quantile, values were similar to the observed
quantile values throughout distribution (Appendix Figure Al).

Gamma Distribution and Proportions of Small and
Large Adipocytes

Figure 7 shows the histogram and the gamma distribution
function for each group. Small and large adipocyte cut-off points
were defined, respectively, by the 10th and 90th percentile of the
gamma distribution of the C group, which was 778 jum? for small
and 3,587 wm? for large adipocyte in C males and 702 jum? for
small and 2,852 pum? for large adipocyte in C females. Decreased
small and increased large adipocytes were observed in MO males
and females compared to C. Lower proportions of small and
large adipocytes were found in male CFlex compared to CF0ex
but similar than C. A higher proportion of small adipocytes was
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found in male MOFOex and female MOFlex compared to MO.
A lower proportion of large adipocytes was observed in male and
female MOFlex compared to MO (Figure 7 and Table 1).

Blood Measurements
Increased leptin concentrations were observed in MO males and
females compared to C (p < 0.05). However, within C and MO
males, decreased leptin was observed in CFlex and MOFlex
(Figure 8A). In C females FOex and Flex did not alter leptin
concentrations. However, in MO females both MOFOex and
MOFlex lead to lower leptin concentrations (Figure 8F).
Increased TG concentrations were observed in MO males and
females compared to C (p < 0.05). Serum TG were similar among
male Cand MO groups (Figure 8B). In female TG concentrations
were similar within C groups. In female MO groups, serum TG
concentrations were only reduced in the MOFOex (Figure 8G).
Male and female serum glucose was similar between C
and MO, and within C groups and female MO groups.
Male MO glucose was higher than MOFOex and MOFlex
(p < 0.05) (Figures 8C,H). Male but not female MO serum
insulin was higher than C (p < 0.05); no differences were
found among C groups and MO groups in serum insulin
(Figures 8D,I). IRI was increased in MO males compared
with C (p < 0.05). Among C groups FOex or Flex did not
modify IRL. Among MO groups, IRI was lower in MOFOex
vs. MO, while no difference was observed in the MOFlex
when compared with MO and MOFOex (Figure 8E). In
females, no differences were observed in IRI in any group
(Figure 8]).

DISCUSSION

Metabolic heterogeneity among obese and non-obese individuals,
may be related to differences in AS distribution within
different adipose tissue compartments (McLaughlin et al., 2014).
These differences potentially help explain why individuals

with similar total adiposity exhibit dissimilarities in insulin
sensitivity (McLaughlin et al., 2004). In the present study,
we compared effects on AS of FO and Fl exercise in
young adult F1 of control and obese mothers. The results
show that FO and F1 exercise result in different beneficial
metabolic profiles and several dissimilar AS distribution
patterns.

It is known that increased AS and number are associated
with the manner in which different metabolic states affect
adipocyte metabolism (Garaulet et al., 2006; Bjorndal et al.,
2011; Fang et al, 2015). Thus, precise methods to identify
and quantify adipocyte characteristics are of great scientific
and clinical interest. The discrepancy between parametric
and non-parametric statistical analyzes of AS and variability
indicates a need for development of appropriate methods. For
example, methods should include analysis of extreme sizes
(very small and large adipocytes). This consideration is often
lacking in conventional approaches that consider small and large
adipocytes as outliers rather than functionally significant data
with important physiological implications. Adipocytes do not
divide after preadipocyte differentiation (Scott et al., 1982). Very
small AS is associated with preadipocyte differentiation into new
adipocytes, whilst large sizes are related to fat accumulation
in mature adipocytes (Welte, 2015). The quantification of new
adipocytes together with the evaluation of lipid accumulation in
mature adipocytes provides a better understanding of metabolic
implications of variation in adipose tissue. Fat tissue can be
expanded by both hypertrophy and hyperplasia. The balance
between these two mechanisms is a major factor determining
the final outcome in lipid storage homeostasis. In the present
study, we focused on retroperitoneal fat tissue because in rats
this fat compartment is expanded by a balance of hyperplasia
(58%) and hypertrophy (42%) this is more balanced than other
depots. In inguinal fat hyperplasia (65%) predominates while
in mesenteric and epididymal depots hypertrophy accounts for
83 and 64%, respectively (DiGirolamo et al., 1998). In addition,
increased retroperitoneal fat is associated with glucose and lipid
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metabolic dysregulation (Matsuzawa et al., 1994; Gabriely et al.,
2002).

Adipocyte size shows wide variance and data clustering in the
present study since the mean value is larger than the median as a
result of an increase in the proportion of large cells. As previously
reported, this finding best fits to a gamma distribution (Lenz
et al, 2016). Gamma distribution has been used to model waiting
times and many other phenomena in social, biological, and
physical sciences and is frequently used to describe continuous

variables that only take positive values such as, absolute distance,
area or volume (Duyckaerts et al., 1994; Reese and Keeley,
2015). The asymmetric distribution of AS is due to the fact that
adipocytes that reach a critical size provide signals to neighboring
preadipocytes to divide and differentiate (Faust et al., 1978).
These paracrine signals can stimulate or inhibit adipogenesis
(MacDougald and Mandrup, 2002).

Our results confirm differences between C and MO in
leptin, TG, IRI and AS distribution in male and female
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TABLE 1 | Small and large adipocyte size proportions.

Experimental Male Female
Group

Small Large Small Large

(<778 pm?) (23,587 um?) (<702pm?) (22,852pm?)

C 10% 10% 10% 10%
MO 0.1%* 68.6%" 0.4%"* 38.9%"*
MOFOex 1.2%" 38.5% 2.3% 19.7%
MOF1ex 0.2% 27.1%* 4.2%* 4.4%*

Small and large adipocyte cut-off points were defined, respectively, by the 10th
and 90th percentile of the gamma distribution of the C group and analyses by
non-parametric comparisons. *p < 0.05 vs. C; ¥p < 0.05 vs. MO; n =8 per group.

Fl. FO and F1 exercise conferred different metabolic
benefits on Fl. The need to undertake more sophisticated
analyses of AS is shown by the fact that when using simple
median and mean analytic approaches, all groups of male
and female controls are similar. However, differences
can be shown between C and MO (Samuelsson et al,
2008; Zambrano et al, 2010; Borengasser et al, 2013).
The limitation of using this approach is that the two
different exercise interventions show similar outcomes
compared with their respective controls. However, cumulative
distribution analysis demonstrated differences between FOex
and Flex in C and MO. The novel feature of the gamma
distribution analysis we have performed is the evaluation

of extreme AS values which can’t be analyzed by median
comparisons.

Asymmetry in AS distribution is an important consequence of
adipocyte proliferation and differentiation, since small adipocytes
are directly linked to an increased rate of adipocyte proliferation
and large adipocytes are associated with an increased lipid storage
capacity. MO decreased asymmetry compared to C, but MOFOex
increased asymmetry. An asymmetric distribution to greater
numbers of small adipocytes as observed in C groups can be
interpreted as a better regulation of lipid storage homeostasis
than seen in MO. MOFOex increased the proportion of small
cells and increased the proportion of large cells. These changes
were accompanied by reduced male IRI and female TG. MO
loss of asymmetry was due to both a decrease in small and
an increase in large adipocytes which was corrected by both
exercise interventions and associated with reduction of F1 serum
leptin. In both MO and C, Flex decreased data dispersion
in the presence of lower leptin levels including in the male
CFlex.

Regulation of AS and its distribution in the retroperitoneal
adipose tissue as a result of in utero over nutrition likely
involves several maternal physiological factors such as preexisting
maternal obesity, maternal western diet, and varying degrees of
maternal glucose intolerance, which very often are associated to
increased offspring birthweight (Desai et al., 2013). As reported
previously, voluntary exercise intervention in obese mothers,
results in similar F1 birthweight among C and MO of sedentary
and exercise mothers, even if FO MO females at breeding
presented higher serum levels of leptin, cholesterol, TG, insulin,
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glucose, IRI compared to C, and FO exercise improved them
(Vega etal., 2015).

The present study shows that FO and F1 exercise have positive
effects on F1 metabolism that has been programmed by MO.
However, the changes that occur in AS are different. FOex
decreases large adipocytes and increases small adipocytes in
comparison with MO. F1 exercise in contrast decreases the
proportion of large cells more than FOex but has no effect on
the proportion of small cells. One potential explanation is that
while exercise occurs during programming in FOex, in F1 ex
the consequences of programming have already been established.
However, it is clear that F1 exercise does have beneficial
effects. In addition, our data show F1 sexual dimorphism in
programming by MO as well as FO and F1 exercise responses.
Men frequently achieve greater body weight and fat mass losses
in response to lifestyle interventions than women (Aadland et al.,
2014), Thus gender-specific prevention strategies are needed to
increase the chance of successful weight loss to prevent or delay
the onset of metabolic complication and improve life course
health.

CONCLUSION

Several factors such as FO and F1 diet and physical activity
and F1 gender modify different aspects of AS distribution.
To date outcomes have generally been analyzed by common
statistical methods that do not include analyzes of extreme
AS which characterize different phenotypes. The differences we
have documented in AS distribution likely represent variation in

visceral fat adipogenesis regulation, which can be programmed
during critical windows of development.

The present study focused on visceral adipose tissue. Similar
analyses need to be performed on regulation of AS distribution
within other adipose tissue compartments. FO and F1 exercise
were beneficial in F1 metabolism by different mechanism with
sex specific effects.

The methods reported here need to be applied in future studies
in different experimental species to establish the correlation
between AS distribution in visceral adipose tissue and the many
specific factors that regulate adipose tissue development and
maintenance, e.g., adipokines, glucocorticoids and others steroid
hormones (Mohamed-Ali et al., 1998; Sarantopoulos et al., 2017).
They will also help determine life course efficacy of interventions
designed to prevent and/or recuperate adverse developmental
programming outcomes.
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and the coefficient of determination R? was calculated in each case to evaluate the nomal and gamma distribution as statistical models for adipocyte size.
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An interaction between obesity, impaired glucose metabolism and sperm function
in adults has been observed but it is not known whether exposure to a diet high
in fat during the peri-pubertal period can have longstanding programmed effects
on reproductive function and gonadal structure. This study examined metabolic and
reproductive function in obese rats programmed by exposure to a high fat (HF) diet
during adolescence. The effect of physical training (Ex) in ameliorating this phenotype
was also assessed. Thirty-day-old male Wistar rats were fed a HF diet (35% lard
w/w) for 30 days then subsequently fed a normal fat diet (NF) for a 40-day recovery
period. Control animals were fed a NF diet throughout life. At 70 days of life, animals
started a low frequency moderate exercise training that lasted 30 days. Control animals
remained sedentary (Se). At 100 days of life, biometric, metabolic and reproductive
parameters were evaluated. Animals exposed to HF diet showed greater body weight,
glucose intolerance, increased fat tissue deposition, reduced VOomay and reduced
energy expenditure. Consumption of the HF diet led to an increase in the number of
abnormal seminiferous tubule and a reduction in seminiferous epithelium height and
seminiferous tubular diameter, which was reversed by moderate exercise. Compared
with the NF-Se group, a high fat diet decreased the number of seminiferous tubules
in stages VII-VIII and the NF-Ex group showed an increase in stages XI-Xlll. HF-Se
and NF-Ex animals showed a decreased number of spermatozoa in the cauda
epididymis compared with animals from the NF-Se group. Animals exposed to both
treatments (HF and Ex) were similar to all the other groups, thus these alterations
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induced by HF or Ex alone were partially prevented. Physical training reduced fat pad
deposition and restored altered reproductive parameters. HF diet consumption during
the peri-pubertal period induces long-term changes on metabolism and the reproductive
system, but moderate and low frequency physical training is able to recover adipose
tissue deposition and reproductive system alterations induced by high fat diet. This
study highlights the importance of a balanced diet and continued physical activity during

adolescence, with regard to metabolic and reproductive health.

Keywords: high fat diet, mock

INTRODUCTION

Obesity is a global health problem, which is related to a sedentary
lifestyle and highly calorific diets, which are rich in simple sugars
and fat. In the last 40 years the rates of obesity in reproductive-
age men has increased, with 36.9% of the population classified
as overweight or obese in 2013 (Ng et al, 2014). Obesity
underlies impaired glucose metabolism but may also decrease
male reproductive potential (McPherson and Lane, 2015). This
may further affect gamete quality and impact upon the health
of the developing fetus and subsequent offspring (McPherson
et al, 2014). Furthermore, the comorbidities and consequences
of obesity impose a huge economic burden to public health
management, including costs of cardiometabolic diseases and
infertility treatments.

It is suggested that obesity negatively impacts sperm function,
even if this function does not render obese males infertile. Studies
have shown that almost 80% of men that present to fertility
clinics are classified as either overweight or obese (Bakos et al.,
2011). Furthermore, obesity modifies the reproductive system in
conjunction with diabetes in obese men (Kriegel et al., 2009).
Increased adiposity may not be the sole driver of impaired
reproductive function in obese males, with comorbidities such as
Type 2 Diabetes also influencing reproductive health (McPherson
and Lane, 2015). However, little is known about the relationship
between these alterations and the factors that modulate or
determine reproductive health in obese individuals.

Previous studies provide evidence that adult obesity,
metabolic dysfunction and reproductive impairment may be
programmed by insults during early phases of life (Armitage
et al., 2004; McMillen and Robinson, 2005; Zambrano et al.,
2014). This process of programming adult disease by modulating
the environment encountered during development is termed
the developmental origins of health and disease (DOHaD).
Maternal obesity or maternal protein restriction both lead to
altered testicular morphology and elevated oxidative stress in
the offspring (Rodriguez-Gonzalez et al., 2014, 2015). Recently,
we have reported that adolescence is another window for
programming of metabolic dysfunction (de Oliveira et al., 2013).
Adequate nutrition during adolescence is very important due the
rapid physical, psychosocial, sexual, and cognitive maturation

Abbreviations: HE high fat diet; NF, Normal fat diet; Ex, exercised animals;
Se, sedentary animals; VOzmax, maximal oxygen consumption during exercise;
DOHaD, developmental origins of health and disease; IVGTT, Intravenous glucose
tolerance test; DSP, daily sperm production.

system

s Y, repl

processes occurring at this life stage (Salam and Bhutta, 2015).
Furthermore, in humans dietary behavior during adolescence
appears to contribute to obesity, including low meal frequency,
skipping breakfast, and a high consumption of sugar sweetened
beverages (Moreno et al, 2010). The impact of obesity on
pubertal timing has been well addressed in the literature (Santos
et al,, 2015). However, no studies have addressed the effect of
obesity programmed during adolescence on the morphology of
adult testis and sperm. Data from our group shows that exposure
to a high fat diet during adolescence programs the development
of obesity and subsequent deregulation of glucose metabolism
(Gomes et al., 2016); however, it is not known whether this is
associated with any impact upon reproduction system structure
or function.

Several studies have reported the benefit of physical exercise
to metabolism and control of obesity (Henriksen, 2002; Levin,
2005; Gaesser et al., 2011; Zouhal et al., 2013). Exercise has
been considered an efficient stimulus to control body weight
gain and metabolic dysfunction in organisms programed to
obesity (Andreazzi et al., 2009; Gomes et al, 2013). It has
also been shown that impaired sperm quality and fertility
potential in rat offspring from obese dams can be ameliorated
by exercise performed during adulthood (Santos et al., 2015).
We hypothesized that high fat diet exposure during adolescence
induces long term dysfunction of the metabolic and reproductive
systems but physical exercise ameliorates function. In this
context, the present study aimed to investigate the effect
of moderate physical training on reproductive system and
metabolism of obese rats programed by high fat (HF) diet during
adolescence.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Model
Twenty-five-day-old Wistar male rats were supplied by the State
University of Maringa central animal facility and maintained
in the animal facility of the Laboratory of Secretion Cell
Biology. Animals were group housed (five rats per cage), under
controlled conditions (temperature: 22 4 2°C; photoperiod: 07 h
00 min—19 h 00 min), with water and food provided ad libitum
throughout the experimental period. Experimental assays were
performed on 10 animals per group from 40 different litters,
where n represents the litter number.

After 5 days of environmental adaptation, a group of 30-
day-old animals were fed a high fat diet for 30 days (HF; 35%
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lard; 5.817 kcal/g) (Barella et al, 2012). From 60 days of life
onwards they were fed with a commercial diet (NF; 3.801 Kcal/g;
AIN 93 M, Nuvital®, Curitiba/ PR, Brazil). Control rats were fed
with the commercial diet thought the experimental protocol (NF;
3.060 Kcal/g; AIN 93 M, Nuvital®, Curitiba/ PR, Brazil). At 60
days of life animals commenced a treadmill running adaptation
protocol consisting of 5 sessions of low activity (defined as 55-
65% of VOymax) and then at 70 days an exercise training protocol
that lasted 30 days, creating 4 groups: (1) animals exposed
to normal fat (NF) diet that remained sedentary (NF-Se); (2)
animals exposed to the NF diet and exposed to exercise training
(NF-Ex); (3) animals exposed to the HF diet that remained
sedentary (HF-Se), and (4) animals exposed to the HF diet
and exercise training (HF-Ex) (Figure 1). At 100 days of life
experimental data were collected.

All animal procedures were conformed with the federal laws
in Brazil for experimental uses of animals and approved by the
Ethical Committee for Animal Experiments of the Universidade
Estadual de Maringa.

Moderate Treadmill Physical Training
Protocol

Animals were trained, always in the morning, on a specialized
treadmill for rodents (Panlab, Harvard Apparatus®, Cornella-
Barcelona—Spain). Electric shocks (0.2 e 0.4 mA) were used as
a stimulus to keep the animal moving on the treadmill (Brooks
and White, 1978; Radahmadi et al., 2013). Initially animals were
adapted to running in the treadmill at low speed, starting at 16
cm/s for 12min in the first session and finishing at 20 cm/s for
20 min in the last session (5 sessions from 60 to 69 days of life).
The formal training period consisted of exercise performed three
times a week for 4 weeks (12 sessions from 70 to 98 days of life).
Each session consisted of 2 min of warm-up at 16 cm/s followed
by 40 min of exercise of at moderate intensity and finally 2 min
at 16 cm/s as a cool down period. Exercise of moderate intensity
corresponded to a treadmill velocity that elicited between 55 and
65% of VOymax and was adjusted to the value of final workload
achieved in effort tests (average 50 cm/s). The intensity of the

training was confirmed at 70, 85, and 98 days of life using a
maximum effort test (Tofolo et al., 2015).

Effort Test

At 30, 60, 70, 85, and 98 days of life, physical trained (Ex)
animals performed an effort test to determine VOypayx utilizing
a gas analyzer coupled to a hermetically sealed cage with an
individual treadmill for rodents (Panlab, Harvard Apparatus®,
Cornella- Barcelona—Spain). The test began with a warm up
(5 min/10 c¢cm/s/0° of inclination), followed by increments of
9 cm/s every 3 min until exhaustion of the animal; defined as
when the animal was unable to keep the pace set by the treadmill
(Ferreira et al., 2007; Tofolo et al., 2015). The final workload was
considered to be the velocity at which animals were exhausted
and were not able to maintain their running velocity. The VO, max
was the average of the last 30s of O, consumption achieved
before the effort test finished. VOymax and energy expenditure
were determined by Metabolism software (version V.2.2.01 for
Windows, Panlab, Harvard Apparatus®, Cornella- Barcelona -
Spain) in combination with a gas analyzer.

Body Weight Gain

Body weight was monitored once a week between 30 and 98 days
of life.

Intravenous Glucose Tolerance Test (IvGTT)
A silicone cannula was implanted into the right jugular vein
of 99-day-old rats under anaesthesia (ketamine/xylazine, 0.5
mg/100 g of body weight). The following day, an ivGTT was
performed as previously described(de Oliveira et al., 2011).
Briefly, after 12-h fasting, intravenous glucose (1 g/kg of
bodyweight) was injected into the cannula. Blood samples
(0.3 mL) were collected prior to the glucose load (0 min) and then
at 5, 15, 30, and 45min. A corresponding volume of saline (0.9%)
was intravenously injected to maintain volaemia. Plasma was
used to determine glycaemia by the glucose-oxidase technique
(Gold Analisa® Belo Horizonte/MG, Brazil). Increases in total
glycaemia were calculated, after subtracting fasting values, using
the areas under the glycaemia curves for the 45 min of ivGTT.

Groups
NF N Se NF-Se
Se HF-Se
NF > Ex > NF-Ex
Ex > HF-Ex
lADAPTA'lION TRAINING TRAINING
(1wk) (2wk) (2wk)
PND 30 60 70 85 98 100
Effort test Efforttest  Effort test Effort test Efforttest ivGTT
Body weight measurements Tissue collection
FIGURE 1 | Experimental design. NF, normal fat diet animals; HF, high fat diet animals; Se, sedentary animals; Ex, exercised animals.
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Animals exposed to HF showed greater retroperitoneal,
mesenteric and periepididymal fat deposition compared with
NF rats (~ +40%, +35% and +24%, respectively; pp < 0.01;
Table 1). Physically trained animals demonstrated lower
retroperitoneal fat deposition compared with sedentary animals
(~-24%; pg; P < 0.05; Table 1).

The mass of the gastrocnemius muscle was ~20% greater in
HF animals compared with NF animals (pp < 0.01; Table 1), but
exercise did not affect this parameter. Soleus muscle weight was
not affected by any factor.

Liver mass was approximately 8% greater in HF animals
compared with NF animals (pp < 0.01; Table 1).

Testicular mass was approximately 11.5% greater in HF
animals compared with NF animals (pp < 0.001; Table 1) and
animals exposed to exercise demonstrated a 7% increase in testis
weight compared with sedentary animals (pg < 0.05; Table 1).

High Fat Diet . Exercise Training
__ 4001 : g, ¥
K-
5 300- '
2 :
— 200- -0- NFD-SED
3 i -e= NFD-EXC
“ 1004 : -0- HFDSED
: -& HFDEXC
i :

32 39 46 53 60 67 74 81 88 95100
Age in Days

FIGURE 2 | Body Weight evaluated thought experimental period (0 = 10 per
group). Values expressed as mean = SEM. +P < 0.05, for the probability
based on analysis of variance. NF, normal fat diet animals; HF, high fat diet
animals; Se, sedentary animals; Ex, exercised animals; D, effect of diet.

Reproductive System

Sperm Number, Daily Sperm Production, Sperm
Transit Time Through Caput/Corpus Epididymal and
Spermatic Morphology

Sperm count parameters both in testis and epididymis are shown
on Table 2. The analyses of spermatic parameters showed that
neither HF nor physical exercise were able to alter sperm number
in the testis and DSP.

Sperm number of the epididymis and sperm transit time in
the epididymal caput and corpus were unchanged. Conversely,
animals exposed only to high fat diet (HF-Se) or physical
exercises (NF-Ex) showed a decrease in the number of sperm
and number of sperm per gram in the cauda epididymis
compared with animals from NF-Se group (Table2). The
animals exposed to both treatments were similar to all
groups.

In relation to spermatic morphology, HF-Ex animals showed
reduced percentage of abnormal sperm compared with HF-SE
(Figure 3).

Testicular Morphometric and Histopathological
Analyses

Figures 4A-D shows representative photomicrograph of
testis sections from the groups. We observed that HF-Se
group showed a reduction in seminiferous epithelium height
and seminiferous tubular diameters, which was prevented
by physical training (Figures 4H,I). It is important to point
out that exercise coupled with a normal fat diet had no
influence on any of these parameters. When compared
to NF-Se, histopathological testicular analysis (Figure 4G)
demonstrated that the exposure to a high fat diet led
to an increase in the number of abnormal seminiferous
tubules which presented acidophilic and multinucleated
cells along with disruption of the seminiferous epithelium
(Figures 4E,F). Exercise was associated with a reduction
of this this damage in animals exposed to high fat diet in
adolescence.

TABLE 1 | Biometric characteristics.

Biometric parameters (g/100 g BW) Se Ex D E I
NF HF NF HF

Retroperytoneal fat 1.13+ 0.12% 1.55 + 0.1430 0.80 + 0.072 1.25 + 0.12° +++ + NS
Mesenteric fat 0.64 + 0.072 0.86 + 0.05° 0.57 + 0.042 0.76 + 0.0220 +++ NS NS
Periepididymal fat 1.07 + 0.097 1.39 + 0.08° 1.12 + 0.0630 1.33 + 0.1030 ++ NS NS
Gastrocnemious muscle 0.52 + 0.03 0.63 +£0.03 0.53 £ 0.03 0.63 £ 0.05 ++ NS NS
Soleous muscle 0.046 + 0.002 0.051 £ 0.003 0.048 £ 0.005 0.047 + 0.003 NS NS NS
Liver 333+ 0.132 3.53 + 0.0420 3.35 + 0.09? 3.71 £ 0.040 ++ NS NS
Right testis 0.40 + 0.012 0.36 + 0.009° 0.44 +0.012 0.38 + 0.012° +++ + NS
Right epididymis 0.18 = 0.02 0.16 = 0.01 0.19 £ 0.02 0.17 £ 0.01 NS NS NS

Values expressed as mean + SEM. Different letters indicate groups that differ statistically (p < 0.05) based on Tukey's multjle comparisons test + P <0.05, ++ + P < 0.001 for the
probability based on analysis of variance. NF; normal fat dlet animals; HF, high fat diet animals; Se, sedentary animals; Ex, exercised animais; D, effect of diet; E, effect of exercise; I,

interaction between diet and exercise, NS, no significant difference.
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TABLE 2| Sperm counts.

Se Ex

NF HF NF HF
TESTIS
Spem number 1348 +83 1143 +164 1487 £13.7 1351 £120
(x108)
Sperm number per 119.7 £ 109 101475 1152+79 1029+8.7
gram (x109)
Daily sperm 21+13 187 £ 27 244 +£22 221+19
production (x 106)
CAPUT AND CORPUS EPIDIDYMIS
Sperm number 784 +225 6581+105 734+42 766 +7.3
(x108)

Sperm number per 305.3 +£82.5 2194 £41.7 2844 +17.8 2722 +32.2
gram (x109)

Transit time (days) 3.7 + 1.0 31+06 33+05 33+04
CAUDA EPIDIDYMIS

Spermnumberin  130.5 £ 2.62 783 +150° 78.8 +14.3° 851 +3.1%®
(x109)

Spem number per 745.4 + 20.6% 389.8 + 62.8% 416.2 + 95.7% 4582 + 31.4%
gram (x108)

Transit time (days) 63+£03 39+06 35+07 34+£03

Values expressed as mean + SEM. Kruskal-Wallis, with post-hoc Dunn test. #® Different
letters indicate groups that differ statistically (p < 0.05).

o S : - S O NF
B - HF
E 40
(-8
7]
5
E 20-
[=]
[
2
<
N Se Ex

FIGURE 3 | Sperm morphology in adult rats (n = 5 per group). Values
expressed as percentage. *'p < 0.05, Kruska-Wallis. with post-hoc Dunn
test. NF, normal fat diet animals; HF, high fat diet animals; Se, sedentary
animals; Ex, exercised animals.

Spermatogenesis Kinetics

Table 3 shows that exposure to a high fat diet decreased the
number of seminiferous tubules in stages VII-VIII irrespective of
exercise status (compared with the NF-Se group). On the other
hand, exercise in NF fed animals had an opposite effect; the NF-
Ex group showed an increase in stages XI-XIIT when compared to
NF-Se group. The proportion of tubules containing stage I to VI
and XIV were statistically similar among all experimental groups.

Epididymal Stereological Analysis and
Histopathological Analysis

Animals from the NF-Ex group showed an increase in the
proportion of stromal compartment of epididymal caput in

comparison with those from the NF-Se group (Table4),
however, animals exposed to the high fat diet did not differ
statistically from NF-Se animals. Likewise, the proportion of
stromal compartment in animals fed high fat diet did not
differ statistically from NF-Ex group. In relation to epididymal
cauda, the group HF-Ex presented a major proportion in
luminal compartment and a reduction in the proportion of
epithelium from animals of the same group in relation to NF-Se
group. Histopathological analysis failed to indicate any variability
between experimental groups.

Metabolism

Intravenous Glucose Tolerance Test (IVGTT)

During the ivGTT, a peak in glycaemia was observed 5min
after glucose injection, and euglycaemia was restored within
approximately 35min (Figure 5A). At the peak of the curves,
HF rats exhibited approximately 20% greater blood glucose
concentration compared with NF animals, which translated
to a greater glycaemia area under the curve (pp < 0.001;
Figures 5A,B). Exercise did not affect the glycaemia in either NF
and HF groups.

Effort Test

Two way ANOVA test shows a main effect of diet as animals
exposed to the HF diet have reduced VOjyma and energy
expenditure compared with NF animals (VOymax and energy
expenditure in Se: -9% and Ex: -27%, pp < 0.01, Figures 5C,D).
It was not observed a main effect of exercise in the VOjp,x and
energy expendititure (pg = 0.44).

DISCUSSION

The major finding of the present study is that exposure to a
high fat diet during adolescence lead to long-term changes in
the reproductive system and metabolism of male rats, which may
implicate reproductive and metabolic programming mechanisms
(Metges, 2009; de Oliveira et al, 2013; Zambrano et al,
2014). Furthermore, a moderate intensity and low frequency
moderate exercise training markedly improved reproduction
markers in HF animals, by a mechanism largely independent of
metabolic improvement. The present physical training protocol;
low intensity, low frequency and short duration (30 days), may
be too gentle to improve metabolism. However, the reproductive
system appears to be more amenable to improvement at this level
of physical activity. A more intense or more frequent physical
exercise protocol (Santos et al., 2015) have been shown to induce
both metabolic and reproductive rescue. It has been shown that
the present protocol of physical exercise is able to ameliorate
metabolic changes induced by a HE, when performed before the
exposure to the dietary insult (Tofolo et al., 2015). Furthermore,
physical training started earlier in life and performed until
adulthood, concomitant with HF diet, promoted improvement
of glucose and lipid homeostasis in adult animals compared with
animals exposed to HF diet in the same conditions (Gomes et al.,
2013).

Traditionally, there has been a great emphasis on the role
of the fetal period in programming adult disease but fetal
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FIGURE 4 | Histopathological analysis of seminiferous epithelium in testis in adult rats (1 = 5 per group). Photomicrograph of testis sections from NF-Se (A), NF-Ex
(B), HF-Ex (C), and HF-Se (D-F) groups. (A-C) Observe the normal aspect of the seminiferous epithelium. (D) Note the presence of multinucleated cells in the lumen
(amow) and disruption of seminiferous epithelium (asterisk). (E) Acidophilic cell (head of arrow). (F) Shows greater magnification of multinucleated cell (arrow) of image
(D). (G) abnormal seminiferous tubules. (H) Seminiferous epithelium height. (I) Seminiferous tubular diameters. NF, nomal fat diet animals; HF, high fat diet animal; Se,
sedentary animals; Ex, Exercised animals; L lumen; Ep, epithelium; It, interstitial tissue; Lc, Leydig cells; Sc, Sertoli cells. Hematoxylin and eosin stain. Magnification
x100 (A-D), x400 (E,F). Values expressed as mean + SEM. *p < 0.05. Kruskal-Wallis test, with the post-hoc Dunn test. NF, normal fat diet animals; HF, high fat diet
animals; Se, sedentary animals; Ex, exercised animals;
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TABLE 3 | Spermatogenesis kinetics.

Se Ex
NF HF NF HF
Stages|VI  31.8+102 356+191 320+148 37.0+1.38
Stages VIFVIl 352 +1.072 266 +098° 30.0+20280 283+ 1.57°
Stages IX-XlIl 284 + 1297 322 +09730 342 +097° 289 +0.612
Stage XIV 46+092 56121 38 +049 5.7 £0.58

Values expressed as mean + SEM. Kruskal-Wallis, with post-hoc Dunn test. 2 Different
letters indicate groups that differ statistically (p < 0.05).

interventions are limited for obvious reasons. Previously, our
group have identified other periods in life in which animals
are susceptible to programming of diseases in adulthood (de
Oliveira et al, 2013; Malta et al., 2015). Data from our group
points that adolescence represents a window of susceptibility
to programming. Exposure to a low protein or HF diet during
adolescence programs cardiometabolic dysfunctions later in life
(de Oliveira et al., 2013; Gomes et al., 2016). This, however is
the first study to demonstrate the possibility of rescuing long
term alterations in male reproductive system function caused
by a dietary insult during adolescence with physical training.
It is important to consider that adolescence is a period of
intense neuroendocrine and reproductive changes, characterized
by puberty and sexual development (Ebling, 2005; Salam and
Bhutta, 2015), which contextualize the sensitivity of this phase
of life and the present findings. It is well know that weight gain
velocity increases and calories demand increases in the peri-
pubertal period, which appear to affect puberty development.
Indeed, obese adolescents demonstrate early puberty onset
(Soliman et al,, 2014). Furthermore, studies demonstrate that
dietary patterns during adolescence have changed over the last 2—
3 decades and affect body weight gain, which may contribute to
overweight and obesity from this period of life onwards (Moreno
etal., 2010).

The present study shows that consumption of HF
induced significant alteration to testicular morphometric
and histopathological analyses. A reduction in seminiferous
epithelium height and seminiferous tubular diameter was
observed in rats fed a high fat diet during adolescence only.
Corroborating the data from our study, Erdemir et al. also
showed a decrease in the number of normal seminiferous
tubules of adult rats exposed to high fat diet for 10 weeks
(Erdemir et al., 2012). In addition, a study by Liu et al. showed
an increase in abnormal testicular structures, such as epithelial
disruption, in 6 week old fat (20% fat) fed Sprague-Dawley
rats (Liu et al, 2014). Conversely, we have shown previously
that male Sprague-Dawley rats fed with HF (35% fat) from 21
until 90 days of life did not demonstrate abnormal seminiferous
tubule morphology (Vigueras-Villasenor et al., 2011) suggesting
that the dietary insult can affect the response to fat intake and
exercise in a different way depending on the diet relative content
of fat. A possible reason for these alterations is showed by Cano
et al. (2008), whose study presented a reduction in levels of
plasma testosterone after the male rats were exposed to HFD

(35% fat) during 68 days of treatment (Cano et al., 2008) which
was similar to the present study. Knowing the relevance of
testosterone levels, especially during puberty enabling male
sexual development and spermatogenesis (Johnson et al., 2015),
a reduction on these levels could explain a possible mechanism
for altering previous parameters.

The finding that exercise is protective is also dependent on a
number of factors, including the age at which the intervention
is introduced. Adult male rats exposed to swimming exercise
for 4 weeks showed significant reduction of seminiferous tubule
diameter in relation to control group, contrasting with our
findings (Manna et al,, 2004). The swimming exercise applied
by Manna et al. (2004) is more intense than the one used in the
present study. Furthermore, the same authors reported a decrease
in spermatogenic cells at different stages of spermatogenesis,
which may suggest an alteration in spermatogenesis kinetics
as per the observation in the present. Conversely, a model
using adult mice exposed to running training for 14 months
showed positive effects on mice testicular health with regard to
improved complete number and type of cells in seminiferous
tubule, increased sperm density and more abundant Sertoli cells
compared with that observed in sedentary mice (Chigurupati
et al,, 2008). Our findings demonstrate that a low frequency, low
intensity physical exercise ameliorates the impairment caused by
HF exposure. Over again, alterations in testosterone levels can
impair the normal seminiferous tubule development. Study of
Palmer et al. showed that exercise in mouse fed a high-fat diet
restore levels of testosterone (Palmer et al., 2012).

The present study showed that testicular function was not
altered in relation to the daily sperm production, but sperm
morphology after treatment, was altered. Consistent with our
data, Mortazavi et al. also failed to observe differences in sperm
count between rats (3 months old) fed with high fat diet (444
kcal/100 g) and normal diet (304 kcal/100 grams) for 12 weeks
(Mortazavi et al., 2014). The same author demonstrated other
spermatic parameters were affected by the high fat diet such
as an observation of reduced viability, motility and normal
spermatic morphology. A study in adult mice (Palmer et al,
2012) demonstrates that a high fat diet (21% kcal as fat for
10 weeks) reduced sperm motility and morphology and DNA
damage but a forced swimming exercise intervention resulted
in normalized sperm motility and morphology, besides reduces
the sperm DNA damage of rats (8 weeks old). The same study
showed the differences in testosterone levels, which can be related
with our results showing a concomitant normalization of plasma
testosterone levels and sperm morphology. The Palmer study
reported normal sperm count in fat fed animals; a finding that
is consistent with our current observation. Our results shows
that, both the high fat diet and exercise, whether isolated or
in combination, can impair the proportion of the stage of
spermatogenesis, which can be deleterious to spermatogenesis in
the long run.

It has previously been suggested that consumption of a
high fat diet (40% of calories as fat for 12 weeks) results in
decreased antioxidant enzyme expression and function, thereby
leading to cellular dysfunction. Moreover, antioxidant capacity
is normalized in fat fed animals that are also submitted to
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TABLE 4 | Stereological analysis of caput and cauda epididymis.

Se Ex
NF HF NF HF
CAPUT (24)
Stroma 241 [21.4-28.0F 23.2[21.1-2842 27.4[23.9-32.4]° 28.0[19.8-31.2]%
Lumen 47.0 [43.4-50.0 48.2 [41.7-51.22 45.2 [40.8-50.02 49.4 [35.9-54.2)7
Epithelium 28.9 [25.1-32.4F 28.0 [24.5-30.6] 25.6 [23.8-29.6]2 25.6 [20.1-34.8)2
CAUDA (5A/B)
Stroma 22.9[18.7-28.0F 22.6[19.3-26.8]7 25.9[21.4-30.3]2 22.0[18.6-26.87
Lumen 52.4 [44.5-58. 9P 50.6 [44.2-54.0) 46.7 [43.4-52.5]2 54.2 [49.4-64.0]°
Epithelium 25.6 [23.1-29.3F 27.7 [23.9-30.3]2 26.8 [22.2-30.9]2 21.1[12.0-26.3]°
Values expressed as median [Q1-Q3] from percentage. Kruskal-Wallis. with post-hoc Dunn test. @5Different letters indicate groups that differ statistically (o < 0.05).
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FIGURE 5 | Glycaemia (A) and area under the curve (AUC) (B) during ivGtt. (C) VOzmay, and (D) Energy expenditure in 98 day-old rats (n = 10 per group) Values
expressed as mean + SEM. *p < 0.01, of the differences between HF and NF rats for the probability based on Tukey’s multiple comparisons test. +P < 0.05, ++P <
0.01, +++P < 0.001 for the probability based on analysis of variance. NF, normal fat diet animals; HF, high fat diet animal; Se, sedentary animals; Ex, exercised
animals; D, effect of diet; E, effect of exercise; |, interaction between diet and exercise; ns: no significant difference.

endurance exercise training protocols (Alhashem et al., 2014).
Other studies show that animals fed a high fat diet demonstrated
alterations in spermatic parameters associated with oxidative
stress, including reduced sperm concentration, viability, motility
and DNA integrity (Vigueras-Villasenor et al, 2011; Chen

et al., 2013; Mortazavi et al,, 2014). In another study, increased
adiposity as well as decreased sperm quality and fertility was
shown in old (450 day) male Wistar rat offspring born to
obese mothers. Importantly, 4 months of regular voluntary
physical activity (from 330 days of life onwards), lead to lower
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adiposity index and an improved sperm quality and fertility.
These beneficial effects were associated to decreased testicular
oxidative stress biomarkers and increased sperm antioxidant
activity found in exercised animals (Santos et al., 2015).

Epididymal tissue morphology demonstrated that the
association between high fat diet and physical exercise impaired
the normal development of both luminal and epithelial
compartments of the epididymal cauda. Previous study have
shown that epididymal regions respond in different ways after
the same stimulus, with changes in some compartments of the
epididymis caput and in others of the epididymis cauda induced
by ethanol exposure during peripuberbal period (Paula Franco
Punhagui et al., 2016). Despite of the alterations described, the
organ function was not impaired since the spermatic transit time
was unaltered within the caput / corpus or cauda epididymis.
Our results corroborate with the study by Fernandez et al.
which showed that sperm numbers in the caput/corpus was
similar between animals fed a HFD for 15 weeks and controls
(Fernandez et al., 2011).

There is no consensus statement regarding any beneficial
or deleterious effects of physical exercise/sport on reproductive
performance (Du Pressis et al., 2011). In fact, exercise has been
shown to induce diverse effects on the reproductive system which
vary with exercise type, intensity, time, order or characteristics of
the physical exercise. For example, prolonged exhaustive exercise
in men may lead to adverse effects on fertility, characterized by
abnormal sperm morphology (Arce etal., 1993; Vaamonde et al,,
2009). Interestingly, individuals who started extensive physical
trainingat or around the time of puberty may be more susceptible
to reproductive dysfunction (Vaamonde et al, 2016). In the
present study, animals performed moderate and low frequency
exercise for a short period, which was designed to avoid any
adverse effects of exhaustive exercise on fertility. Therefore, the
positive effect on reproductive function indicates that moderate
exercise is a potential non-pharmacological treatment to improve
reproductive function in obese individuals.

The present study also shows that animals exposed to HF
and exercised showed an attenuation of fat deposits (mesenteric
and retroperitoneal fats) which can be associated with protection
of reproductive system which may suggest that adiposity levels
are involved in the impairment of sperm function. Alternatively,
Palmer et al. have shown that low intensity swimming training in
mice improves reproductive system without affecting adiposity
in obese animals, which suggest that adiposity itself is not
the sole determinant in the impaired sperm function (Palmer
et al., 2012). The different findings may be species or exercise
dependent. Moreover, it may not be adiposity per se but
rather glucose tolerance, which predicts sperm function. Blood
glucose concentrations do correlate with the percentage of
capacitated or non-capacitated sperm (Palmer et al, 2012).
Accordingly, our present data show that animals exposed to
HF during adolescence demonstrate obesity which is associated
to glucose intolerance and dysfunction of reproductive system.
Both hyperinsulinemia and hyperglycemia may underlie of
altered sperm function, which occurs independent of adiposity

(McPherson and Lane, 2015). Discordance between metabolism
and adiposity in determining of reproductive dysfunction was
also observed in the present study, as the moderate exercise
improved adiposity index and sperm function without affecting
glucose tolerance.

Very few studies have addressed adolescence as a period
of plasticity in terms of developmental programming but
the present study provides clear evidence that consumption
of high fat diet during this period can have long-term
effects on reproductive function. To conclude, HF exposure
during adolescence induces to long term obesity, altered
glucose metabolism and causes adverse effects on the male
reproductive system, which may contribute to reproductive and
metabolic programming. Furthermore, low frequency moderate
exercise improves the reproductive deficit induced by this HE
which points to the importance of exercise as a potential
non-pharmacological intervention to treat infertility in obese
individuals programmed since adolescence.
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The prevalence of obesity in women of reproductive age is increasing in developed and
developing countries around the world. Human and animal studies indicate that maternal
obesity adversely impacts both maternal health and offspring phenotype, predisposing
them to chronic diseases later in life including obesity, dyslipidemia, type 2 diabetes mel-
litus, and hypertension. Several mechanisms act together Lo produce these adverse health
effects including programming of hypothalamic appetite-regulating centers, increasing
maternal, fetal and offspring glucocorticoid production, changes in maternal metabolism
and increasing maternal oxidative stress. Effective interventions during human pregnancy
are needed to prevent both maternal and offspring metabolic dysfunction due to maternal
obesity. This review addresses the relationship between maternal obesity and its negative
impact on offspring development and presents some maternal intervention studies that
propose strategies to prevent adverse offspring metabolic outcomes. © 2016 IMSS.
Published by Elsevier Inc.

Key Words: Developmental programming, Dictary intervention, Tetal programming, Maternal
obesity, Metabolic syndrome, Offspring phenotype.

Introduction result in negative metabolic disorders for both the mother
(13,14) and the offspring (Figure 1) (13,15—17). The link
between maternal obesity and adverse offspring health con-
sequences are complex and likely involves allerations in
glucose and lipid melabolism as well as altered leplin levels
in obese women (18—20). This review will focus on meta-
bolic aspects of maternal obesity and the effect on their
offspring and how modilications ol maternal lifestyle can
improve maternal and fetal outcomes.

Obesity rates have increased exponentially worldwide to
almost epidemic proportions (1—3). The World Health Or-
ganization (WHO) has declared obesity as one of the top
ten adverse health risk conditions in the world. Worldwide,
1.5 billion people are either overweight with a body mass
index (BMI) >25 kg/m2 or obese (BMI >30 kg/mz) (3).
The recenl rise in obesity rates is associated with the inter-
action belween genes, physical activity and changes in
dietary habits (4) including augmented consumption of
foods that are either industrial processed or dense in Glucose and Lipid Metabolism During Pregnancy

SR Duri he mother adapts her metaboli
Obesily and overweight are prevalent in women of UTIfp pregnancyt iesmotheradapishermnelabo ism;[o/sip,

reproductive age (6—12). In Mexico the predominance is port fetal growth and development (20—22). Such adapta-
32.4% (6.8). in the United States 35.5% (10), in Brazil tions are divided in two metabolic stages. Stage one
16.1% (9), in the United Kingdom 33% (11), in Ghana includes the first two thirds of pregnancy where a predom-
37.1% (7) and in China 16% (12). Maternal obesity can inantly anabolic condition is obscrved in which insulin

secretion allows maternal body fat accumulation (20—23)

as seen in pregnant women (24) and rats (25.26). During

Address reprint requests to: Elena Zambrano, Vasco de Quiroga 15, late gestation (second stage), the catabolic metabolism

Belisario Dominguez Scecién XV1, México City, DL, 14080 México; (20—22,27) is characterized by an insulin resistance state
Phone: (132) (55) 5487-0900: E-mail: zamgon @ unam.mx to direct maternal energy to the fetus (21,28,29). Therefore,
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Figure 1. Maternal and offspring risks associated with obesity during pregnancy.

maternal energy reserves stored during the first trimester of
pregnancy play an important role in the maternal metabolic
adaptations that permit her to fulfill fetal demands in late
pregnancy (21,22,30).

Glucose is the most important fetal energy substrate
(21,22,28). The fetus uses >50% of the total maternal
glucose turnover (31,32). Maternal hypoglycemia observed
during late pregnancy is the consequence of improved
glucose utilization by the placenta and fetus. The constant
glucose supply depends on increased maternal hepatic
gluconeogenesis (21,33) which, in late gestation, depends
on the type of the substrate; for example, glycerol is metab-
olized faster than alanine (34, 35).

Regarding maternal lipid metabolism, body fat accumu-
lation during the first part of gestation is due to hyperphagia
(21), increased lipogenesis (27,36) and decreased hepatic li-
poprotein lipase (LPL) activity (37). During late pregnancy,
there is a reduced uptake of circulating triglycerides (38)
and increased adipose tissue lipolysis. Glycerol and free
fatty acids are released into the circulation and captured
by the liver (Figure 2A) (21,36,39). They are then converted
into their active forms, acyl-CoA and glycerol-3-phosphate,
respectively, so they can be re-esterified and synthesized
into triglycerides released into circulation (21,22,38,39),
increasing maternal plasmatic very-low-density lipopro-
teins (VLDL) at the highest concentrations (40). In addition
to increased lipolysis and decreased LPL activity, the in-
crease in estrogens concentration (39) and insulin resistance

state (41) may also contribute to the increased VLDL-
triglyceride levels during pregnancy (Figure 2A). Under
fasting conditions glycerol is used for glucose synthesis
and free fatty acids are metabolized in the liver by B-oxida-
tion of acetyl-CoA and ketone bodies (21.35). Ketone
bodies are important alternative energy substrates for the
fetal brain because lipids are not readily transported across
the placenta (21,36,39).

Long-chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs) are
important to the fetus. However, due to the limited capacity
of the fetus to modify the structure of essential LC-PUFAs,
their long-chain derivatives have to be transferred from the
mother to the fetus through the lipoprotein receptors and
fatty acid binding proteins in the placenta in appropriate
amounts to enable normal fetal development, especially
of the eyes and nervous system (42).

Effect of Maternal Obesity on Fuel Metabolism During
Pregnancy

Obese women have higher energy supplies and metabolic
rates during pregnancy than non-obese women (43). The
physiological insulin resistance observed in late normal
pregnancy is magnified in pregnant women with obesity
and diabetes (20.44). These condition expose the fetus to
exaggerated levels of metabolic fuels such as glucose
and lipids (Figure 2B) (20,45—47). A recent study shows
that high glucose levels diminish placental mitochondrial
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fatty acid oxidation through inhibition of CPT-I, thus
increasing triglyceride accumulation in the human
placenta (48).

Normal and obese pregnant women tend to gain similar
fat mass (47); however, the distribution of stored fat is
different (49). Lean women tend to store fat in the lower body
compartments and obese women in central compartments
(20,47.49). Central adiposity is associated with fat accumu-
lation in the liver and placenta (47,49); therefore, obese
women have a predisposition to develop lipotoxicity and
metabolic dysfunction that may be increased by the accumu-
lation of further fat deposits during pregnancy (49). As a
consequence of adipose tissue dysfunction and altered hepat-
ic metabolism there is a pathological increase of several
maternal serum parameters such as hormonal (progesterone
and cortisol), metabolic (glucose, lipids, adiponectin and

leptin) and inflammatory cytokines (IL-6: interleukin-6, C-
RP: C-reactive protein, TNF-a: tumor necrosis factor-o.)
(50,51). In obese pregnant women, VLDL-triglycerides
plasma levels are elevated due to the increase of fat lipolysis
that leads to hyperlipidemia (51). The increased levels of free
fatty acids from VLDL-triglycerides are up taken by the
placenta, which turns itself into a storage site for lipids for
its subsequent hydrolysis and release into fetal plasma
(39). Fetal exposure to excess blood lipids affects both the
placenta and adipose tissue through the activation of proin-
flammatory cytokines such as IL-1 (interleukin-1), IL-6, C-
RP and TNF-o. (Figure 2B) (52), affecting organ develop-
ment and the response to the postnatal environment
(50.,51). Therefore, excessive fetal exposure to fuel sources
increases fetal size, fat storage, and increased risks of post-
natal disease (Figures 2B and 3) (49,53,54).
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Developmental Origins of Health and Disease *DOHaD™
Hypothesis

Programming by adverse conditions during development is
also well accepted as a major determinant of offspring health.
The developmental origins of health and disease (DOHaD)
hypothesis, also called *“developmental programming,” can
be defined as the response to a specific challenge to the
mammalian organism during a critical developmental time
window that alters the trajectory of development with result-
ing effects on health that persist throughout life (55). Expo-
sure to an unfavorable environment during pregnancy and
lactation programs changes in fetal or neonatal physiology
and metabolism, increasing risks of developing diseases or
altered physiologic functions in adult life (56) such as hyper-
tension, dyslipidemias, cardiovascular diseases, reproduc-
tive function (57.58), learning and motivation behavior
(59), among others. Epidemiological and animal studies have
extensively investigated the developmental effects of

suboptimal maternal nutrition such as the programming of
obesity (60). One of the most interesting and significant fea-
tures of developmental programming is the evidence that
adverse consequences of altered intrauterine environments
can be passed from first- generation (F1) to second-
generation (F2) offspring (61). Programming effects may
be transmissible across generations through both maternal
and paternal inheritance by mechanisms that do not neces-
sarily involve structural gene changes and often have
different effects in males and females. However, the mecha-
nisms remain unclear (61—64). There are studies that demon-
strate that DNA epigenetic modifications can be inherited
transgenerationally, even if these subsequent generations
are not directly exposed to the negative programming envi-
ronment, e.g., maternal obesity, but are still affected
(65—67). Programming of obesity could occur by permanent
alteration of one or more relevant metabolic pathways during
carly development (60).
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Epidemiological Studies

Epidemiological studies have shown that children of obese
mothers are at highest risk of becoming obese early in life
(68,69). In a retrospective cohort study, children from obese
mothers were evaluated. It was shown that at the age of 2, 3
and 4 years, the prevalence of childhood obesity was 9.5,
12.5 and 14.8%, respectively. Another interesting finding
was that by 4 years of age, 24.1% of children were obese
if their mothers were obese compared with 9.0% of children
whose mothers had normal weight (69). Yu et al. and Lau
et al. (70,71), in two recent systematic reviews, confirmed
that pre-pregnancy overweight or obesity increases the risk
for large for gestational age babies with higher birth
weights associated with other subsequent offspring health
problems such as overweight and obesity when compared
with mothers of normal weight. The authors conclude that
many other factors such as maternal age, ethnicity, gesta-
tional hypertension, gestational diabetes mellitus, smoking
during pregnancy, educational level, and gestational weight
gain affect the association between pre-pregnancy weight
and birth weight. In a prospective birth cohort study,
“The Copenhagen Perinatal Cohort” established in
1959—1961, 4234 subjects with follow-up examinations
from 1—42 years of age (72) demonstrated a strong associ-
ation between gestational weight gain and adult BML
These observations have been confirmed in several cohorts
in other countries (73,74). Young adults from obese
mothers have higher glucose levels, greater insulin resis-
tance and higher lipid levels than those from normal weight
mothers (68,75).

BMI and glucose tolerance (76,77) are important factors
that increase the risk of large for gestational age babies.
Recent data showed that high maternal BMI, independent
of maternal glycaemia, is associated with increased birth
weight and cord blood C-peptide serum levels (78). Fetuses
from obese mothers (pre-pregnancy BMI 38.4 kg/m?) are
more insulin resistant than fetuses from lean mothers
(pre-pregnancy BMI 22.0 kg/m?), showing that there is a
positive correlation between maternal BMI and fetal insulin
resistance (79).

Maternal weight gain itself also plays an important role.
Women exceeding the Institute of Medicine Recommenda-
tions (IOM) for gestational weight gain (Table 1) (80) are more

likely to have children with greater adiposity and its associated
metabolic traits (76,81). Some women retain weight after each
pregnancy (80).

In a meta-analysis, Mannan et al. (82) explored the asso-
ciation between weight gain during pregnancy and post-
partum weight retention and obesity independent of
postpartum time span. This study included data on
weight-change trajectory from 6 months to 21 years post-
partum showing a U-shaped trend in weight gain suggesting
the involvement of other factors like lifestyle changes over
the years. Maternal weight gain and increased BMI be-
tween pregnancies increases the risk of overweight in
offspring compared with their siblings (76).

The increasing prevalence of obesity in pregnant women
has led to the suggestion that maternal hyperlipidemia and
hyperglycemia also have contributed to the population’s in-
crease in mean birth weight (83), childhood and adult
obesity and related metabolic disorders (84). Maternal high
plasma triglycerides and glucose levels in obese mothers
may be responsible for excessive fetal growth (85,86) and
development of metabolic disorders in offspring. Although
some studies have demonstrated a positive association be-
tween maternal glucose concentration and birth weight,
other studies demonstrated that even if glucose levels in
obese mothers are unchanged compared with non-obese
mothers, offspring can still be metabolically affected. For
example, obese mothers with normal blood glucose can give
birth to babies with normal weight and increased adiposity
(87) and who later in life develop obesity and insulin resis-
tance (75).

However, an adequately powered, high-quality cohort
study is needed to validate the impact of pre-pregnancy
maternal obesity on infant birth weight and offspring over-
weight and/or obesity.

Animal Studies

Several studies conducted in different animal species
including nonhuman primates (88,89), sheep (78,90) and
rodents (63,91) have shown that maternal high-fat diet con-
sumption leads to metabolic abnormalities in offspring in
adult life (88,91—94) such as increased body weight and
fat mass, reduced insulin sensitivity (75,92), increased
blood glucose and triglyceride levels (85,91), increased

Table 1. Recommendations for total and rate of weight gain during pregnancy according to prepregnancy BMI

Total weight gain range

Rates of weight gain 2nd and 3rd trimester mean (range)®

Prepregnancy BMI (kg/m®) (WHO) 1b kg Ib/week kg/week

Underweight <185 28—40 12.5—-18 1(1-13) 0.51 (0.44—0.58)
Normal weight 18.5—249 25—35 11.5—16 1(0.8—1) 0.42 (0.35—0.50)
Overweight 25.0—299 1525 7-11.5 0.6 (0.5-0.7) 0.28 (0.23—0.33)
Obese (includes all classes) =30.0 11-20 59 0.5 (0.4—0.6) 0.22 (0.17—0.27)

“Calculations assume a 0.5—2 kg (1.1—4.4 Ib) weight gain in the first trimester.
Adapted from Weight Gain During Pregnancy: Reexamining The Guidelines (Institute of Medicine of National Academies, 2009).
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lipid deposition and defects in fatty acid metabolism
(88,95,96) as well as increased leptin levels and hypotha-
lamic alterations (97) of appetite-regulating neuropeptide
(98,99). It has also been observed that maternal obesity in
nonhuman primate (88), sheep (78,100) and rats (95,96) al-
ters liver metabolism in offspring (Figure 3).

In a study performed in nonhuman primates, it was
demonstrated that offspring of obese mothers were heavier,
with increased fat mass, higher leptin as well as increased
hepatic levels of oxidative stress, triglycerides and expres-
sion of gluconeogenic enzymes (88). In the offspring,
maternal obesity also increased the expression of several
markers related to vascular inflammation and fibrinolytic
and endothelial function (89).

In a study conducted in sheep, it was observed that
lambs born from obese mothers have an increased adiposity
and by 19 months of age exhibit hyperphagia, glucose and
insulin dysregulation, and increased adiposity index
compared to control offspring (101). It was also observed
that overfeeding ewes prior to and throughout gestation in-
creases expression of fetal cardiac proinflammatory media-
tors in the fetal heart and alters fetal cardiac morphology
and function (102,103).

In the rat, using a model of maternal “‘junk food” diet
rich in fat and sugar during pregnancy and lactation, it
was observed that male offspring showed hepatic steatosis
and altered hepatic expression of genes associated with in-
sulin sensitivity, increased lipogenesis and lipid oxidation,
whereas in females the gene expression profile was indica-
tive of hepatic insulin resistance (95). Likewise, it has been
shown that a maternal cafeteria diet during pregnancy and
lactation causes liver steatosis in adult offspring
(Figure 3). Male offspring of obese rats showed a signifi-
cant increase in serum glucose, insulin, leptin, VLDL,
apolipoprotein B100 and lipid levels as well as a permanent
reduction in hepatic B-oxidation and an increase in hepatic
lipogenesis (96).

Offspring of obese rats are programmed for pancreatic
dysfunction, leading to glucose intolerance and increased
plasma insulin in adulthood. It has been shown that
maternal hyperinsulinemia predisposes male offspring is-
lets to have greater insulin secretion (104).

In our group we have shown in rats that maternal high-
fat diet consumption prior and throughout pregnancy and
lactation increased fat in the milk (105) and in the male
offspring (even if they were fed with control diet after
weaning), fat cell size and mass, serum triglycerides, leptin
and insulin concentrations, leading to developmental pro-
gramming of offspring who are predisposed to obesity, dia-
betes, appetite disorders and other chronic diseases (91).

Other investigators have shown that hypothalamic sys-
tems that regulate appetite and energy balance may be
permanently modified during early development by expo-
sure to maternal adiposity and a high-fat diet (99).
Maternal obesity induced by a high-fat diet prior to and

during pregnancy in rats alters leptin and insulin signaling
and expression of orexigenic and anorexigenic peptides in
term fetal hypothalamus (97). These findings observed in
the late fetal period would tend to predispose to hyperpha-
gy and obesity in postnatal life. In a model of maternal
nutritional excess in mice, offspring are hyperphagic with
reduced locomotor activity associated with an increased
abdominal adiposity compared with offspring of controls.
In addition, fasting insulin was increased at 3 months and
fasting plasma glucose by 6 months (92). Maternal
obesity in the rat negatively programs male offspring
exploratory, learning and motivation behavior in adult-
hood (59).

Mechanisms

The mechanisms whereby maternal obesity affects fetal and
postnatal development remain poorly understood. However,
animal models have replicated human epidemiologic find-
ings to elucidate potential programming mechanisms that
include altered organ development, cellular signaling re-
sponses and epigenetic modifications (106).

Alterations in maternal physiology may explain some of
the effects. For example, it is known that steroid hormones
regulate fetal organ development and maturation and are
used as treatment during pregnancy to accelerate lung
maturation in pregnancies undergoing premature labor.
Fetal exposure to levels of glucocorticoids that are inappro-
priately high for the current stage of development reduces
birth weight (107) and is associated with long-term
dysfunctional outcomes such as hypertension (108) and
impaired glucose tolerance in the adult offspring (109).
Maternal obesity elevates maternal corticosterone in the
rat (94) as well as in offspring (55,59,110,111). Maternal
and fetal cortisol levels are increased in obese ewes (90).

Programming of hypothalamic appetite-regulating cen-
ters by maternal obesity is another potential mechanism
involved in the adverse metabolic effects in offspring.
Neurons that regulate the balance of energy intake and
output to maintain normal body weight and composition
are located at the hypothalamic arcuate nuclei (ARH).
Leptin regulates feeding behavior by acting on the ARH
to reduce hunger and increase energy expenditure
(112,113). In the rat, maternal obesity induced by a
high-fat diet prior to and during pregnancy alters leptin
signaling and expression of orexigenic and anorexigenic
peptides in term fetal hypothalamus (97). Hyperinsuline-
mia and leptinemia observed in late gestation in obese
pregnant rats is associated with higher serum leptin of their
fetuses. Elevated levels of mRNA of leptin and neuropep-
tide Y are present in the fetal hypothalamus in progeny of
obese mothers indicating that fetal orexigenic neuropep-
tides are already upregulated by term (97,98). Some exper-
iments indicate that maturation of the appetite centers
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begins in fetal life in the sheep (114) and in non-human
primates (113). Whereas several studies show that the
appetite control system develops postnatally, in the rat
there is a leptin peak at ~10—14 days of postnatal life.
Rat pups from obese mothers have a delay in the leptin
peak with higher amplitude (99). The newborn lamb also
has a leptin peak during the first week of life, but maternal
obesity in the ewe decreases the newborn lamb leptin peak
(115). Evidence suggests that maternal obesity provides an
early life altered intrauterine environment that programs an
increased orexigenic relative to anorexigenic drive in the
hypothalamic appetite centers. As a result, when food
availability is unlimited in later life these programmed
offspring eat more and become fat (94).

Increasing maternal oxidative stress is another potential
programming mechanism to increase the risk of offspring
adult disease. In the rat, maternal obesity increases both
maternal and offspring oxidative/nitrative stress markers
(94). Maternal obesity produced by high-fat diets in mice
alters mitochondrial integrity and increases reactive oxygen
species (ROS) generation in the offspring (104) potentially
due to overstimulation of electron transport chain and
oxidative phosphorylation (76). It has also been shown that
fetuses from obese mothers present vessel wall damage and
disruption of normal growth as a consequence of increased
oxidative stress (19,116).

One area of epigenetics that has received little attention
is the potential alteration of the methionine cycle by high-
calorie diets and obesity that affects methylation of DNA
resulting in epigenetic changes (94). It has been shown that
in the baboon maternal obesity increased levels of maternal
and fetal homocysteine (117).

Intervention Studies on Human and Animal Models

Due to the link between obesity and metabolic syndrome,
strategies are of prime importance in halting the cyclical
recurrence of metabolic syndrome from mother to daughter
to granddaughter (118). There is much interest in the devel-
opment of clinical trials to discover effective interventions
and to improve maternal health in obese pregnancy and to
prevent offspring outcomes.

Interventional strategies to reduce the weight of obese
women via bariatric surgery reduce the risk of obesity
and other adverse effects in subsequent offspring compared
to those born before maternal surgery (119). However, bar-
iatric surgery is expensive and may have potential surgical
complications. Ideally, obese women should lose weight
before conception, but realistically this goal is quite diffi-
cult to achieve (83). Currently, both maternal diet and exer-
cise are under evaluation as potentially modifiable factors
(110).

In a study performed in Ireland, women were random-
ized to receive either a low glycemic index (GI) diet or
no dietary intervention from early pregnancy to term.

Neonates whose mothers had a low GI diet during preg-
nancy had lower thigh circumference vs, those of mothers
who ate a control diet (120). Also, a low GI diet during
pregnancy has been shown to improve maternal glycemia
and reduce infant birth weight, an outcome that may be
associated with a higher fiber intake (121). A very inter-
esting systematic review revealed success with dietary
and lifestyle interventions in pregnant women on weight-
related and obstetric outcomes, but no effect was demon-
strated on fetal and neonatal morbidity and mortality and
no differences in rates of admission to the neonatal inten-
sive care units (122).

In addition to a healthy diet, supplements during preg-
nancy are recommended. For example, it is known that
maternal vitamin D sufficiency is necessary in pregnancy
to ensure normal development of the fetal brain (123).
However, there is a greater risk of vitamin D deficiency
in obese pregnant women and their children compared to
pregnant women with normal BMI (124,125).

The effect of LC-PUFAs supplementation has also been
evaluated during pregnancy, specifically omega-3. Omega-
3 fatty acids derived from fish oils have been shown to
exhibit anti-inflammatory effects (126). Omega-3 LC-
PUFAs supplementation in pregnancy or lactation has bene-
ficial impact on children’s body composition (127). Howev-
er, omega-3 fatty acids supplementation is controversial
because major deficiencies exist in the design and in the re-
ports that support the use of omega-3.

Exercise has benefits on reducing insulin resistance in
non-pregnant woman. Studies suggests that women who
are more active before pregnancy have lower rates of gesta-
tional diabetes and are less insulin-resistant (128). During
pregnancy, physical activity is associated with prevention
of pre-eclampsia, pre-term delivery and gestational diabetes
(129,130), without a negative impact on maternal and
offspring outcomes (131). A supervised exercise-based
intervention to prevent excessive gestational weight gain re-
sulted to be effective in a trial of normal weight women.
However, there were no significant treatment effects in
overweight or obese women (132). There are contradictory
studies about the effects of physical activity during preg-
nancy in women who are overweight or obese. However,
a systematic review and meta-analysis of randomized
controlled trials shows that physical activity interventions
were effective for overweight or obese pregnant as well
as postpartum women. Pregnant women in the intervention
groups gained less weight and lost more body weight post-
partum (133).

Animal intervention studies have the value of the ability
to control confounding effects much more than human clin-
ical interventions (109). Maternal dietary intervention in
ewes fed an obesogenic diet in which the diet was reduced
from 150—100% of the control diet beginning on day 28 of
gestation was early enough to at least in part prevent some
of the negative outcomes in the fetus and offspring. Day 28
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of gestation in the sheep is equivalent to the time women
confirm they are pregnant (~50 days) providing a gesta-
tional potential window of intervention if necessary (110).
It has also been published that, in early gestation, diet
reduction in obese ewes prevents fetal glucose and insulin
dysregulation (118).

We conducted studies on either maternal dietary or exer-
cise intervention prior to and during rat gestation (Figure 4)
(91,94). Dictary intervention 1 month before mating and
during pregnancy and lactation partially prevents some of
the negative biochemical and metabolic parameters
observed in offspring from obese mothers (91). We also
evaluated the effects of maternal high-fat diet and dietary
intervention on male offspring anxiety-related behavior,
exploration, learning and motivation. We reported that
maternal dietary intervention prevented the increased
exploratory behavior displayed by offspring of obese
mothers in the open f(ield test and restored normal levels
of motivation (59). Tt is of interest that it was not necessary
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to return maternal weight to control levels for benefits to
accrue.

Recently we reported the effects of matemal exercise
intervention in obese rats before and during pregnancy
on mothers and offspring. Exercise did not change
maternal weight but did completely prevent the rise in
maternal triglycerides and partially the increases in
glucose, insulin, cholesterol, leptin, fat and oxidative stress
and also recovered the decrease fertility induced by
maternal obesity (94). Other authors also demonstrated
that maternal exercise before and during pregnancy has
beneficial effects on the offspring metabolism and endo-
crine [unction (134).

In summary, it is important to promote normalization of
body weight in obese women who intend to become preg-
nant and to provide appropriate advice before and at the
beginning of the pregnancy (135). It is clear that maternal
interventions before conception will have the best results.
Preventions strategies are necessary to integrate guidelines
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(o [[=1:18Y
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Changes in
hormonal and
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Figure 4. Programming mechanisms. Maternal obese rat picture and intervention etfects. FO, mother, F1, first-generation offspring, ROS/RNS, reactive ox-
ygen species/reactive nitrogen species. (A color figure can be found in the online version of this article.)
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for optimal pregnancy nutrition and maternal weight gain
during gestation and newborn feeding strategies. Given
the existence of multiple negative effects of adverse pro-
gramming on life-course health due to maternal obesity,
there is also a need to develop offspring interventions that
reverse or ameliorate unwanted outcomes (136).

Gutidelines for Public Health: Prevention Is Better than
Cure

Maternal pre-pregnancy weight as well as excessive gesta-
tional weight gain (GWG) adds the risks of adverse preg-
nancy outcomes associated with obesity. Unfortunately,
current available literature cannot determine how much
weight obese pregnant women should gain. The IOM
revised the GWG guidelines in 2009. They recommended
a weight gain of 5—9 kg for all classes of obesity
(Table 1). Human studies have shown that either dietary
intervention (137) or exercise during pregnancy (138) ap-
pears to be effective in preventing excessive GWG. Howev-
er, the evidence of the benefits of maternal interventions in
both maternal and offspring health is limited. Therefore,
translational medicine studies are necessary in this field
by implementing more clinical and animal experiments to
test the effectiveness of both maternal dietary and physical
activity interventions. As Catalano (an expert in this field)
says in his review “all treatments must by necessity be
empiric. However, we need to build upon the information
we currently possess because waiting may not be an option
for much longer” (83).

Management of excessive weight before pregnancy and
excessive weight gain during pregnancy by a multidisci-
plinary team is necessary. It is important to offer
evidence-based information and advice to obese women
during pregnancy by a specialist team with the ability to
analyze each pregnancy for specific conditions to avoid
distress or anxiety in pregnant women; therefore, the infor-
mation should be given carefully. For example, the intensity
of exercise that an obese pregnant woman needs is unclear.
The fact is that preventing excessive GWG in obese preg-
nant women is of great importance to prevent maternal
and offspring outcomes. Therefore, changes in lifestyle
such as exercise and diet are useful and inexpensive in
the management of obesity, but unfortunately they are
likely to fail over the long term. The widespread nature
of the problem and the necessity to build intervention pro-
grams is clear. Prevention is better than cure.

Conclusion

Based on human clinical and epidemiological as well as
experimental animal studies, there is compelling evidence
that maternal obesity has negative developmental program-
ming effects on offspring. Further animal studies are neces-
sary to elucidate the mechanisms and indicate potential

interventions. The global increase in obesity among women
of reproductive age indicates that a preventive nutritional
intervention could influence programming of childhood
obesity and its consequences in adult life. Women of repro-
ductive age should be aware of the need to optimize their
food intake and body mass index control in order to
decrease the likelihood of maternal and progeny complica-
tions. Changes in lifestyle and nutritional status during and
prior to pregnancy may decrease permanent damage to
progeny health; therefore, prevention of obesity should be
the goal rather than treatment.
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Abstract Maternal protein restriction (MPR) in
pregnancy causes life course organ dysfunction,
but few studies link the developmental origins of
disease hypothesis to early aging. Suboptimal de-
velopmental nutrition increases oxidative stress
(OS) and male infertility, damaging sperm func-
tion. We hypothesized that MPR in pregnancy
accelerates age-related changes in testicular and
sperm function related to both maternal diet and
increased testicular OS in rat offspring. We studied
male rats whose pregnant mothers ate either con-
trol (C, 20 % casein) or restricted (R, 10 % ca-
sein) isocaloric diet. After birth, mothers and off-
spring ate C diet. Testes were retrieved at 19 days
gestation and across the life course (postnatal day
(PND) 21, 36, 110, and 850) to measure OS
markers, antioxidant enzymes, serum FSH, LH,
and testosterone, and PND 110 sperm OS and
quality. Fertility rate was evaluated at PND 110,

G. L. Rodriguez-Gonzilez - L. A. Reyes-Castro -

C. C. Vega - L. Boeck - C. Ibéafiez - F. Larrea -

E. Zambrano (0<)

Reproductive Biology Department, Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirén,

Mexico City 14000 Mexico, Mexico

e-mail: zamgon@yahoo.com.mx

P. W. Nathanielsz

Center for Pregnancy and Newborn Research; Department of
Obstetrics, University of Texas Health Science Center San
Antonio,

San Antonio, TX 78229, USA

450, and 850. Offspring showed age- and MPR-
related changes in testosterone, testicular OS
markers and antioxidant enzymes and fertility,
and maternal diet-related OS and sperm antioxi-
dant enzyme changes. Developmental program-
ming is considered a key factor in predisposing
to chronic disease. Our data show that program-
ming also plays an important role in aging trajec-
tory. This interaction is a little studied area in
aging biology that merits more investigation.

Keywords Developmental programming -
Testosterone - Sperm - Fertility - Aging - Maternal
nutrition

Abbreviations

C Control

dG Days of gestation DCF 2°,7°-
dichlorofluorescein

FSH Follicle-stimulating hormone

GPx Glutathione peroxidase

LH Luteinizing hormone

MDA Malonaldialdehyde

(O8] Oxidative stress

PND Postnatal days

RIA Radioimmunoassay

ROS Reactive oxygen species

R Restricted

SOD Superoxide dismutase
TBARS Thiobarbituric acid-reactive substances
assay
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Santos M, Rodriguez-Gonzalez GL, Ibafiez C, Vega CC, Nathan-
ielsz PW, Zambrano E. Adult exercise effects on oxidative stress and
reproductive programming in male offspring of obese rats. Am J Physiol
Regul Integr Comp Physiol 308: R219-R225, 2015. First published
December 10, 2014; doi:10.1152/ajpregn.00398.2014.—Exercise im-
proves health but few data are available regarding benefits of exercise
in offspring exposed to developmental programming. There is cur-
rently a worldwide epidemic of obesity. Obesity in pregnant women
predisposes offspring to obesity. Maternal obesity has well docu-
mented effects on offspring reproduction. Few studies address ability
of offspring exercise to reduce adverse outcomes. We observed
increased oxidative stress and impaired sperm function in rat offspring
of obese mothers. We hypothesized that regular offspring exercise
reverses adverse effects of maternal obesity on offspring sperm
quality and fertility. Female Wistar rats ate chow (C) or high-energy,
obesogenic diet (MO) from weaning through lactation, bred at post-
natal day (PND) 120, and ate their pregnancy diet until weaning, All
offspring ate C diet from weaning. Five male offspring (different
litters) ran on a wheel for 15 min, 5 times/week from PND 330 to 450
and were euthanized at PND 450. Average distance run per session
was lower in MO offspring who had higher body weight, adiposity
index, and gonadal fat and showed increases in testicular oxidative
stress biomarkers. Sperm from MO offspring had reduced antioxidant
enzyme activity, lower sperm quality, and fertility. Exercise in MO
offspring decreased testicular oxidative stress, increased sperm anti-
oxidant activity and sperm quality, and improved fertility. Exercise
intervention has beneficial effects on adiposity index, gonadal fat,
oxidative stress markers, sperm quality, and fertility. Thus regular
physical exercise in male MO offspring recuperates key male repro-
ductive functions even at advanced age: it’s never too late.

developmental programming; oxidative stress; interventions; fertility.

EXERCISE IS WELL KNOWN to improve health (7, 43). Program-
ming by adverse conditions during development is now well
accepted as a major determinant of offspring life-course health.
Developmental programming can be defined as the response to
a specific challenge to the mammalian organism during a
critical developmental time window that changes the trajectory
of growth altering phenotype with resulting effects on health
that can persist throughout life (14, 57). Developmental effects
of suboptimal maternal nutrition have been extensively inves-
tigated (15, 28, 44) including programming resulting from
maternal obesity (50).
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The incidence of obesity has increased substantially world-
wide over recent years and obesity is now recognized as a
major, universal health problem by organizations such as the
World Health Organization (WHOQ) (53) with over 1.1 billion
individuals throughout the world classified as obese (37).
Tncreased prevalence of obesity is also reflected among women
of reproductive age and recognized as a major complication in
pregnant women (30, 55).

Maternal over nutrition and obesity during pregnancy and/or
lactation affects offspring metabolic phenotype (56), cardio-
vascular function (46), anxiety behavior, associative leamning,
and motivation (36). In contrast, programming of offspring
reproductive capacity by maternal obesity is poorly docu-
mented. We have reported that male offspring of pregnant rats
fed a low-protein diet develop obesity and have lower sperm
counts and a 50% decrease in fertility rate (58). At the other
extreme of maternal nutrition, matemal over nutrition and
obesity during pregnancy and lactation decreases sperm via-
bility, motility, and concentration in adult male offspring
accompanied by manifestation of increased testicular oxidative
stress (35, 55). Female rat offspring from mothers fed with
high-fat diet during pregnancy and lactation have earlier pu-
berty onset (42), higher leptin and insulin serum levels (21),
and altered reproductive function reflected in an increased
incidence of prolonged or persistent estrus (10). Maternal
obesity in humans leads to earlier onset of puberty (20) and
affects semen quality in male offspring (34). Tn mice Founder
generation Fy, paternal obesity compromises F; female pancre-
atic function (29). F; females oocytes show increased oxidative
stress and altered mitochondrial function and F; males have
altered sperm function with reduced motility, increased reac-
tive oxygen species (ROS) levels, and decreased in vitro
fertilization rates (13).

Human (23, 49) and animal studies (31, 38, 56) show that
offspring of obese mothers are themselves predisposed to
obesity. Obesity and male infertility have increased in parallel
(25), which potentially explains the positive correlation be-
tween male obesity and low sperm quality and fertility (32).
Human (8, 19, 45) and animal studies (33) show that sperma-
tozoids from obese male have decreased motility, more mor-
phological defects, increased DNA damage, and higher oxida-
tive stress. While the etiology of male infertility is clearly
multifactorial, oxidative stress is now considered to play an
important role. Tn humans, paternal obesity is associated with
increased oxidative stress in sperm (41), reduction in semen
quality, and decreased fertility (6). Similarly, obese male rats
have lower sperm quality and higher epididymal lipoperoxida-
tion (48).
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Abstract: Obesity is associated with inflammatory changes and accumulation and phenotype
polarization of adipose tissue macrophages (ATMs). Obese pregnant women have alterations in
adipose tissue composition, but a detailed description of macrophage population is not available.
In this study, we characterized macrophage populations in visceral adipose tissue (VAT) from
pregnant women with normal, overweight, and obese pregestational weight. Immunophenotyping of
macrophages from VAT biopsies was performed by flow cytometry using CD45 and CD14 as markers
of hematopoietic and monocyte linage, respectively, while I11.LA-DR, CD11¢, CD163, and CN206
were used as pro- and anti-inflammatory markers. Adipocyte number and size were evaluated
by light microscopy. The results show that pregnant women that were overweight and obese
during the pregestational period had adipocyte hypertrophy. Two different macrophage populations
in VAT were identified: recruited macrophages (C1D45'CD14"), and a novel population lacking
(D45, which was considered to be a resident macrophages subset (CD45 CD14'). The number
of resident HLA~ DRI/~ macrophages showed a negative correlation with body mass index
(BMI). Both resident and recruited macrophages from obese women expressed higher CD206 levels.

Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 1074; d0i:10.3390/1jms19041074 www.mdpi.com/journal /fjms
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CD11c expression was higher in resident HLA-DR" macrophages from obese women. A strong
correlation between CD206 and CD11c markers and BMI was observed. Our findings show that
being overweight and obese in the pregestational period is associated with adipocyte hypertrophy
and specific ATMs populations in VAT.

Keywords: pregnancy; obesity; resident macrophage; recruited macrophage; inflammation; visceral
adipose tissue

1. Introduction

Visceral adipose tissue (VAT) is considered to be an energy storage depot and has now been
recognized as a highly active organ responsible for controlling numerous metabolic, hormonal,
and immune processes [1-3]. Moreover, it is well-accepted that a large VAT mass is a main risk factor for
developing metabolic dysfunction [4]. This tissue is constituted mainly by two components: (1) mature
adipocytes that are responsible for controlling metabolism by storing excess calories as lipids as well
as the production of endocrine hormones, such as leptin, resistin, and adiponectin [5]; and (2) stromal
vascular fraction (SVE), which is a rich source of preadipocytes, endothelial cells, fibroblasts,
mesenchymal cells, hematopoietic progenitor cells, and immune cells [6]. Of the heterogeneous
leukocytes in VAT, macrophages are considered to be important contributors to adipose tissue
maintenance, regulating immune and metabolic functions through cross-talk with adipocytes [7].

Ithas been demonstrated in animal models and human adipose tissue that macrophage phenotype
is shaped by the microenvironment in the adipose tissue depots. Adipose tissue macrophage
(ATM) accumulation and polarization from the anti-inflammatory (M2) to the pro-inflammatory
(M1) phenotype have been associated with the metabolic and inflammatory changes that are the
hallmarks of obesity [2,8].

On the other hand, the growing rates of overweight women at reproductive age and the increasing
number of overweight or obese women beginning pregnancy are considered to be serious public health
issues in the 21st century [9]. This has consequences in the mother and has subsequent effects on the
child, leading to obesity, dyslipidemias, Type 2 diabetes, and hypertension later in life [10,11].

The potential role of ATMs in pregnancy as regulators of maternal inflammation is not yet fully
understood. Therefore, the aim of this study was to characterize macrophage populations in VAT from
pregnant women and to evaluate differences by weight status.

2. Materials and Methods

2.1. Patients and Donor Selection

Protocol 212250-3210-21002-06-15 was approved by the IRB of the Instituto Nacional de
Perinatologia in Mexico City. Each participant signed a written informed consent form.

A cross-sectional study was conducted from January 2016 to December 2016 at Instituto Nacional
de Perinatologia, Mexico City, Mexico. Women were recruited consecutively and written informed
consent was obtained from each one. During this period, 1294 newborns were delivered by cesarean
section at term (3740 weeks of gestation by obstetric ultrasonography) in our institution. A total
of 69 women met the inclusion criteria, 34 declined to participate in the study, it was not possible
to obtain samples from 8 women, and 6 collected samples were insufficient for the experiments.
Twenty-one healthy pregnant women with intact membranes, no clinical evidence of intrauterine
infection, and normal weight gain during pregnancy were enrolled according to the inclusion criteria:
age 20-40 years, pregestational Body Mass Index (BMI) >18.5 kg/m? and known pregestational weight.
Exclusion criteria included diagnosis of gestational or pre-gestational diabetes, thyroid, hypertensive,
or immunological disease, treatment with drugs that could affect metabolism or inflammation during
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Key points

e Maternal high-fat diet consumption predisposes to metabolic dysfunction in male and female
offspring at young adulthood.

e Maternal obesity programs non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) in a sex-dependent
manner.

o We demonstrate sex-dependent liver transcriptome profiles in rat offspring of obese mothers.

o In this study, we focused on pathways related to insulin, glucose and lipid signalling.

e These results improve understanding of the mechanisms by which a maternal high-fat diet
affects the offspring.

Abstract Maternal obesity (MO) predisposes offspring (F1) to obesity, insulin resistance (IR)
and non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). MO’s effects on the F1 liver transcriptome are
poorly understood. We used RNA-seq to determine the liver transcriptome of male and female F1
of MO and control-fed mothers. We hypothesized that MO-F1 are predisposed to sex-dependent
adult liver dysfunction. Female Wistar rat mothers ate a control (C) or obesogenic (MO) diet from
the time they were weaned through breeding at postnatal day (PND) 120, delivery and lactation.
After weaning, all male and female F1 ate a control diet. At PND 110, F1 serum, liver and fat
were collected to analyse metabolites, histology and liver differentially expressed genes. Male and
female MO-F1 showed increased adiposity index, triglycerides, insulin and homeostatic model
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sex-specific interventions. She proposes further investigations to determine developmental programming-ageing interactions.
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assessment vs. C-F1 with similar body weight and glucose serum concentrations. MO-F1 males
presented greater physiological and histological NAFLD characteristics than MO-F1 females.
RNA-seq revealed 1365 genes significantly changed in male MO-F1 liver and only 70 genes in
female MO-F1 compared with controls. GO and KEGG analysis identified differentially expressed
genes related to metabolic processes. Male MO-F1 liver showed the following altered pathways:
insulin signalling (22 genes), phospholipase D signalling (14 genes), NAFLD (13 genes) and
glycolysis/gluconeogenesis (7 genes). In contrast, few genes were altered in these pathways in
MO-F1 females. In summary, MO programs sex-dependent F1 changes in insulin, glucose and
lipid signalling pathways, leading to liver dysfunction and insulin resistance.

(Received 25 April 2018; accepted after revision 15 June 2018; first published online 23 July 2018)
Corresponding author E. Zambrano: Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubirén, Vasco de

Quiroga 15, Belisario Dominguez, Tlalpan, México, D.F. 14080, México.

Introduction

Obesity rates, including those in pregnant women and
young children, are increasing exponentially. Thus, under-
standing the mechanisms underlying this epidemic is
of great economic and social importance in developed
and developing countries. Obesity is related to metabolic
diseases, including non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD; Li et al. 2015). NAFLD is an endocrine
and metabolic liver disease, characterized by an excess
of liver fat deposition (>5% weight or volume) in
the absence of alcohol intake, insulin resistance (IR),
increased triglycerides (TG), metabolic dysfunction and
increased visceral fat (Li et al. 2015; Temple et al. 2016).
NAFLD occurs in approximately 30% of obese individuals
(Bellentani & Marino, 2009). It is estimated that by the
year 2030 the prevalence of NAFLD will increase by 50%.

NAFLD is the commonest liver disease, affecting both
adults and children. There is considerable evidence that
maternal obesity (MO) increases offspring (F1) IR and
adiposity (McCurdy et al. 2009; Modi et al. 2011; Alfaradhi
et al. 2014). Unless checked, the current epidemic of
obesity in women of reproductive years as well as
childhood obesity (by transgenerational transmission)
will inevitably predispose future generations of children
and young adults to NAFLD. It is predicted that NAFLD
will become the leading cause of liver failure in early life
in developed countries (Temple et al. 2016).

Human epidemiological and controlled animal studies
have demonstrated that MO has major adverse effects on
the pregnant mother and her F1. A maternal obesogenic
environment predisposes F1 to obesity and metabolic
syndrome. Our previous studies demonstrate that rats fed
an obesogenic diet after weaning and during pregnancy
and lactation showed altered maternal metabolic function
(Vega et al. 2015), liver lipids and milk composition
(Bautista ef al. 2016). In addition, their F1 develop adverse
pancreatic (Zambrano ef al. 2016), brain (Rodriguez ef al.
2012) and reproductive organ structure and function
(Rodriguez-Gonzalez et al. 2015; Santos et al. 2015).

Email: zamgon@yahoo.com.mx

Several studies have demonstrated that maternal high-fat
diet consumption during fetal development affects F1
long-term health and predisposes F1 to fatty liver disease
in humans (Modi ef al. 2011; Brumbaugh & Friedman,
2014), non-human primates (McCurdy ef al. 2009; Thorn
et al. 2014; Puppala et al. 2018) and rodents (Bayol et al.
2010; Gregorio et al. 2010; Mouralidarane et al. 2013;
Alfaradhi et al. 2014; Pereira et al. 2015; Seet et al. 2015;
Soeda et al. 2017; Wankhade et al. 2017). Both gene
array and RNA-seq approaches have been used to evaluate
challenges and outcomes of developmental programming
by MO in placenta (Saben et al. 2014), white adipose tissue
(Borengasser et al. 2013) and liver (Shankar ef al. 2010;
Mischke et al. 2013; Wankhade et al. 2017).

Studies by ourselves and others have demonstrated
sex differences in F1 outcomes of programming by MO
(Riant et al. 2009; Bayol et al. 2010; Hogg et al. 2011,
Burgueno et al. 2013; Mischke et al. 2013; Vega et al.
2015; Bautista ef al. 2016). Sex-specific changes are often
more pronounced in male than female offspring (Aiken &
Ozanne, 2013). Models of MO in rodents and sheep show
sex-specificity; male F1 show more severe liver disease
compared to female F1 (Riant ef al. 2009; Bayol et al. 2010;
Hoggetal. 2011; Burgueno et al. 2013; Mischke et al. 2013).

We hypothesized that MO programs F1 liver gene
expression with dysfunctional metabolic outcomes in a
sex-dependent manner. To address this hypothesis, we
undertook analysis of postnatal growth and circulating
metabolites and performed liver RNA-seq analysis in male
and female F1 rats at a young adult age to investigate the
differential gene expression profiles between liver MO-F1
and C-F1.

Methods

Care and maintenance of animals

All procedures were approved by the Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubirdn
(INCMNSZ) Animal Experimentation Ethics Committee

© 2018 The Authors. The Journal of Physiology © 2018 The Physiological Society
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Se ha demostrado con modelos experimentales con animales que los
descendientes de madres obesas desarrollan hipertrofia del tejido
adiposo, la cual estd asociada con efectos adversos en el
metabolismo de lipidos y glucosa. Sin embargo, los mecanismos por
los cuales se produce la hipertrofia del tejido adiposo visceral en
respuesta a la obesidad materna no esta bien entendidos.

Determinar cambios en la expresion de genes implicados en la
diferenciacién y mantenimiento de adipocitos maduros en los
descendientes de madres obesas.

2Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinoza de los Reyes

Tejido Adiposo

incize de Az posia:

Elﬂ

oM
Media + EE; 0= s s por grugo. Batos que h comparten la misma letra son
estadisticaments diferentes (P<0.05).

Microfotografias representativas del tejido
adiposa a los 110 DPN . HE 20x

| Tamaiio del Adipocito | Perfil de Expresion

s Smcious

|y =

Cc OM

Mediiana y rango intercuartiica, Datos que no comparten la
misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05)

| Cambios en la génica

3

_ .

% 3 °

& .

g L add

® ]

o !

i} < M

b “"’J‘ . T

o

Log, Neoes de Cambio OM vs C)
Cambios transcripeionales entre [0s machos F1 OM vs F1 G Niveles de expresion codficados en color (1ofo para genes
F1. Se muestran todos los genes presents el arreglo de QPCR  regulados & la alta a verde para genes regulados a la baja) en
de Adipagenesis de Rata (PARN-248C, Qiagen) los animales € y MO. n=6 animales por grupo.

1/ A DODOS \ Expresion diferencial de genes adipog! 0S
Genes con una expresion mayor a 2.0 veces de cambio y p <0.05 fueron
DISENIO EXPERIMENTAL | Expresion 5
< Proceso biolégico
Gen Simbolo  (envecesde Valor-P aaoilada
GRU POSI MADRES {F0) MACHOS DESCENDIENTES (F1) " = “';‘:j"] — .
esisting eln -2 X ipocina
EXPERIMENTALES) 4 21 d120 Gestacién Lactancia| DPN 21 DPN 110 Correpresor 1 de receptor nuclear Neorl 244 0.03 Antiadipogenesis
> = m = = 'Factor de transcripcion 7 tipo 2 Tef7i2 206 0.05 Antiadipogenesis
convoliey [T CONTROL [DIETACONTROEIN | oo s T —
. e AT Miembro 58 de la familia Wint Wntsb -5.95 003 Adipogenesis
Obesidad Materna (MO) — [ DIETA CONTROL | Sintasa de acidosgrasos Fasn 277 003 Adipogenesis
Memhn e hhadls Slczad 404 001 Adipogenesis
! ectancia gl elos R:c:::zv a :c;;ra:::; :mnfevador de Adipogenesis
Linea del Tiempo del _Pregestacional Pod i 99 (tejidoadiposo marrén)
Experimento = i i
e 2 120 0 21 Proteinacinasaactivadapormitogenol4. Mapk14 tan 003 (e d:‘::;ii::: rr6n)
Edad Materna F0 Edad de los descendientes F1 -
dias (d) Dias pos natales (PND) Metaboli delag
= ' b f

[
[ | \

Glucasa (mgidLy

&
Parametros Parametros Bioquimicos Tejido Adiposo £ "
Morfométricos (en suero) (Necropsia) Loz
\ Métodos Analiticos i Meaiazsang 6 ratas por?r_"u"pu Datos con etrasdistintasaion 2 diferentes (<0.05). oM
O \ Metabolismo de lipidos
. o + Indice de Adiposida 5 5 ¥
Ad|p05|dad{ (Grasa visceral *100/Peso corporal) ‘ Necropsia | » 4 /'\
e f + Tamafio del adipocito § = a
Tejido AdlpOSO{ « Expresion de 88 genes adip ) 3 N \
} Arreglo de gPCR | £ =
P t Glucosa 3. o
% araxpe. i Trigliceridos (TG) Ensayos enzimaticos -
Bioquimicos | . |eptina _ _ s om o
{en suero)' « Insulina Media + EE; n= 6 ratas por grupo. Datos con Tetras: distinas Vson

@ §

estadisticamente diferentes (p<0.05).

La disminucion en la expresion de genes asociados al metabolismo de la glucosa como la Slc2, sugiere que la
resistencia a la insulina en los descendientes de madres obesas se debe en gran medida a alteraciones en el
perfil de expresion adipogénico programado por la dieta materna.

INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA

ENCUENTRO
ANUAL DE
INVESTIGACION

135



‘4‘.Q%EVJ'
o i

dNTVS V1 9d SVIONAID NI

NOIDVONAq Ia vViaoLoadig NOIOVOILSTIAN] 3d VIOLOTIIA TVIINAD 4OLOTHIA
ZIAVHD VIGHOD VNVIANNIA VI ZAWIILLND VAYALST 4dN1vavno “vid ZA¥3d YNQAEVD O¥NLLIY IDYO[ dd
Sv\w\x\% &'\

8T0OC =P [1Hqe ap # ‘0dIX3N 9P pepni)

BUl[NSUl | B BIDU3]SISal e| 9p sisau3oled e| e opeuo|de|al 1SS SeS9q0 SaJipewl ap
S91U3IpU3dSap oydew seiel ua sodiugdodipe sauad ap uoisaidxa ap |yJad |3

oleqgeu |2 1od

Z9ADYD ZduDq| 0343q|Y SOJIDD

OoaviolrLood VIdODILVD
dVONT HdIWIH] TV OIWTd ]

13gNI NOIDVOILSIAN] |2 ue3iolo

Id TVANY owsiunwny A LR E ]
OYLNINONF .

I3dNI
N OLLSIAN] 3 NOIDOTUI( ; cora>
3 HOL¥ L : = SAATY SOT 1A YSONIAST OMAIST >

3 VIDOTOLVNINAd 3d
6@% oﬁQmZH TVNOIOVN OLNLILSN]

136



	Portada 


	Índice


	Resumen 
	Antecedentes 
	Justificación  
	Planteamiento del Problema 
	Hipótesis 
	Objetivos 
	Métodos
	Resultados 
	Discusión  
	Conclusiones 
	Perspectivas
	Referencias
	Anexos



