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RESUMEN

La obesidad materna (OM) impacta negativamente en la salud de la madre y
predispone a la cria a enfermedades metabdlicas en la edad adulta, observandose
un dimorfismo sexual en esta respuesta. El tejido adiposo (TA) es susceptible a ser
programado por la OM ocasionando alteraciones en su funcién. Debido a esto, las
estrategias de intervencion efectivas son esenciales para prevenir los resultados
adversos. EIl resveratrol (RES) es un compuesto con la capacidad de regular
procesos como la adipogénesis, lo cual lo convierte en un blanco de estudio para
contrarrestar las alteraciones metabdlicas programadas por la OM. Planteamos la
hipotesis de que la intervencién materna con RES antes y durante la gestacion y
lactancia en madres obesas mejorara el metabolismo materno y en la descendencia
ayudard a prevenir la hipertrofia del TA y el desbalance metabdlico programados
por la OM en las crias adultas. Para esto, ratas hembra de la cepa Wistar (FO) fueron
destetadas con dieta control (C — 5% de grasa) o dieta alta en grasa (OM — 25% de
grasa). Un mes antes del apareamiento (dia 90) y durante la gestacién y la lactancia,
la mitad de las ratas de cada grupo recibié 20 mg/kg/dia de RES por via oral y fueron
mantenidas en sus respectivas dietas, dando lugar a dos grupos mas (CRES y
OMRES). Todas las ratas FO fueron apareadas con machos no experimentales a
los 120 dias. Las crias descendientes (F1) se asignaron al mismo grupo
experimental de la madre y se destetaron con dieta C en el dia postnatal (DPN) 21
hasta el final del experimento. Se realiz6 la eutanasia y se determiné peso corporal,
grasa total, indice de adiposidad (lIA), asi como concentraciones de insulina,
triglicéridos (TG) y leptina sérica tanto en FO (al final de la lactancia) como en F1 (a
los130 DPN). En F1 se fijo el TA retroperitoneal para determinar el tamafio del
adipocito y las proporciones de adipocitos grandes y pequefios, mediante el
modelaje con la distribucion gamma. Asi mismo, se evalud la expresion de genes
adipogénicos asociados a la expansion del TA mediante RT-PCR. Nuestros
resultados muestran que en las madres OM, al final de la lactancia, el peso corporal,
la grasa total, IA, TG y leptina sérica fueron mas altos en comparacién con el C. El
RES redujo los pardmetros metabdlicos observados en OMRES. Por otra parte, las
crias OM de ambos sexos a los 130 DPN tenian mayor peso corporal, grasa, IA, TG
y niveles de leptina sérica en comparacion con el C. El RES previno estos resultados
metabdlicos adversos. La mediana de tamafio del adipocito aument6 en OM y
mostré proporciones reducidas de adipocitos pequefios y aumentadas de adipocitos
grandes en comparacion con C. En OMRES se previno el aumento en la mediana
del tamafio del adipocito y se observd aumento en la proporcion de adipocitos
pequefios y disminucién en la de adipocitos grandes. Adicionalmente, los genes que
regulan la adipogénesis se encontraron regulados a la baja en machos OM,
mientras que en las hembras fueron regulados a la alta. EI RES modificd la
expresion de estos genes regulandolos a la alta en el caso de los machos y a la
baja en el caso de las hembras. CRES no se vio afectado por la intervencion con
RES. En conclusion, la OM programa la hipertrofia y la disfuncion en genes
adipogénicos del TA en F1 con alteraciones en el metabolismo lipidico y de manera
dependiente del sexo. La intervencion materna con RES antes y durante el
embarazo y la lactancia mejora la expresion de genes clave que se asocia con la
reduccion en el tamafio del adipocito y el metabolismo de lipidos mejorado.
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1. INTRODUCCION

La obesidad es un problema de salud publica mundial y el creciente nUmero
de individuos que la padecen, ha ocasionado que se considere actualmente como
una pandemia global. En las ultimas décadas, la cantidad de mujeres en edad
reproductiva con sobrepeso y obesidad ha aumentado considerablemente y como
consecuencia, la prevalencia de obesidad en el embarazo (Rivera Dommarco &
Shamah Levy, 2002). En este aspecto, la salud materna puede impactar
significativamente en el desarrollo, ya que las alteraciones nutricionales de un
individuo durante periodos criticos del desarrollo, como la gestacion y la lactancia,
pueden modificar su fisiologia y metabolismo de manera permanente. Estudios
epidemiologicos y en modelos experimentales sefialan que la obesidad materna
impacta negativamente en la salud de la madre y en el fenotipo de la cria
predisponiéndola a modificaciones en el desarrollo de Organos y tejidos
(Lukaszewski et al., 2011) y a padecer enfermedades metabdlicas en la vida adulta,
tales como diabetes, resistencia a la insulina y obesidad (Leddy et al., 2008; Ravelli
et al., 1999).

1.1. Obesidad

1.1.1. Definicién y consecuencias en la salud

La obesidad es una enfermedad cronica multifactorial compleja que se
desarrolla por la interaccion de factores genéticos, sociales y ambientales. De
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad se define
como una acumulacién anormal o excesiva de grasa que supone un riesgo para la
salud (OMS, 2020). El aumento en los depdésitos de grasa corporal es causado por
un balance positivo de energia, el cual ocurre cuando la ingesta calérica excede el
gasto energético y, como consecuencia, el exceso se almacena en forma de grasa

en el organismo conduciendo al incremento de peso corporal (Rivera et al., 2012).

La obesidad es el principal factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades cronicas como diabetes mellitus, hipertension arterial, dislipidemias,

enfermedades cardiovasculares y osteoarticulares y algunos tipos de cancer como
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el de mama, préstata y colon (Schelbert, 2009); las cuales disminuyen la calidad de

vida e incrementan el riesgo de muerte prematura entre quienes la padecen.

1.1.2. Indicadores de obesidad en México

Identificar a las personas con sobrepeso u obesidad permite predecir quienes
estan en mayor riesgo de padecer enfermedades crénicas asociadas o sufrir una
muerte prematura. Los indicadores mas utilizados para identificar a personas con
sobrepeso u obesidad son el indice de masa corporal (IMC = peso (kg)/ talla (m?)),
de acuerdo con la clasificacion de la OMS, y la circunferencia de cintura, con base
en la Norma Oficial Mexicana (NOM) 043-SSA2-2005 (Tabla 1) (Dommmarco,
2018).

Tabla 1. Clasificacion por IMC de acuerdo con la OMS y NOM.

Clasificacion Fuente
IMC NOM
Peso bajo <18.5 -
Normal 18.5-24.9 -
25.0-29.9 en poblacion general
Sobrepeso 25.0-29.9 0 223 y <25 en adultos de baja talla*
Grado | 30.0-34.9 = 30 en poblacién general o 225 en adultos de
baja talla*
Obesidad | Grado Il 35.0-39.9 Obesidad abdominal (circunferencia de cintura)
Hombres =90 cm
Grado Il >40.0 Mujeres =80 cm

*Talla baja= estatura menor a 1.50 metros en mujer adulta y menor de 1.60 metros en hombre adulto.

1.1.3. Epidemiologia de la obesidad.

De acuerdo con datos de la OMS, la prevalencia de obesidad ha
incrementado a nivel mundial en los ultimos afios. En 2016, mas de 1900 millones
de adultos mayores de 18 afios tenian sobrepeso, de los cuales mas de 650
millones eran obesos. En general, alrededor del 39% de los hombres y 40% de las
mujeres tenian sobrepeso mientras que el 11% de hombres y el 15% de mujeres
eran obesos (OMS, 2020).

Datos de la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Economico
(OCDE), destacan que, en 2017, en México el 72.5% de la poblacion padecia



sobrepeso y obesidad, ocupando el segundo lugar a nivel mundial en obesidad en
adultos, antecedido por Chile y precedido por Estados Unidos (OCDE, 2008).

Dentro del plano nacional, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos
mayores de 20 afios reportada por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) en 2018 fue de 75.2% (39.1% de sobrepeso y 36.1% de obesidad),
porcentaje que en 2012 fue de 71.3 %. La ENSANUT 2018 también reporta que la
prevalencia tanto de sobrepeso como de obesidad fue mayor en mujeres (76.8%)
gue en hombres (73.0%) (Secretaria de Salud Publica, 2018).

1.2. Obesidad Materna

El sobrepeso y la obesidad afectan a todos los grupos de edad, incluidos
nifios, adolescentes y adultos; sin embargo, en los ultimos afios, su prevalencia ha
tenido mayor incremento en mujeres en edad reproductiva y en adolescentes y
adultos residentes de zonas rurales. De acuerdo con datos de la ENSANUT del
2018, el 40.2% de mujeres mayores de 20 afios padece obesidad (Secretaria de
Salud Publica, 2018).

El consumo de dietas con alto contenido energético en mujeres jovenes en
edad reproductiva aunado al bajo gasto energético ha traido como consecuencia un
creciente problema de obesidad pregestacional. Las mujeres con obesidad
usualmente contindan sobrealimentandose durante la gestacion y lactancia,
ganando aun mas peso durante el primer embarazo y alcanzando alto peso corporal
en cada embarazo subsecuente (Martin-Gronert & Ozanne, 2006). Esta condicién
durante la edad reproductiva es particularmente importante ya que la capacidad de
una madre para proporcionar nutrientes al feto depende de su estado nutricional y
su metabolismo, los cuales se establecen a lo largo de su vida por factores que se
presentan en su propio entorno de desarrollo desde la etapa fetal y durante la

infancia, adolescencia y vida adulta (Martin-Gronert & Ozanne, 2006).

La prevalencia de obesidad durante el embarazo tiene grandes implicaciones
tanto para la salud de la madre como para la de la descendencia. En madres se

asocia con mayor riesgo de aborto espontaneo, diabetes gestacional, preeclamsia,
8



parto prematuro y parto por cesarea, asi como con elevado riesgo de mortalidad
durante el embarazo y el parto (Davies et al., 2010; Galtier-Dereure et al., 2000). En
la descendencia, debido a que tanto la fisiologia como el metabolismo fetal se ven
alterados con la obesidad materna, se presenta mayor riesgo de desarrollar
enfermedades como hipertensién, enfermedades cardiovasculares, obesidad y

otras enfermedades metabdlicas en la vida adulta (White et al., 2009).

Los efectos observados en la salud de los descendientes de madres obesas
han permitido deducir que las condiciones ambientales intrauterinas y postnatales
tempranas pueden “programar” a un individuo a sufrir alteraciones permanentes a

lo largo de la vida.

1.3. Origenes del desarrollo de la salud y enfermedad (DOHaD)

Actualmente, esté bien establecido que el fenotipo de un individuo puede ser
inducido por las condiciones ambientales intrauterinas y postnatales tempranas
establecidas por el estado nutricional materno, de tal manera que el feto y el recién
nacido orquestan su crecimiento y desarrollo para poder adaptarse a las
condiciones ambientales encontradas en cualquier periodo; sin embargo, cuando
los desafios o estimulos ambientales abarcan periodos de organogénesis o
plasticidad del desarrollo, las adaptaciones pueden ser permanentes y manifestarse
a lo largo de la vida (Armitage et al., 2008). Esto ha dado lugar a la hipotesis de la
‘programacion del desarrollo” o concepto “origenes del desarrollo de la salud y
enfermedad” (“Developmental Origins of Health and Disease”, DOHaD por sus

siglas en inglés) como se conoce actualmente.

El concepto DOHaD se define como la respuesta de un organismo a un reto
ambiental especifico durante una ventana critica del desarrollo que es capaz de
alterar la trayectoria del desarrollo con efectos adversos en la salud que persisten

durante toda la vida (Zambrano & Nathanielsz, 2013).

El concepto DOHaD se desarroll6 originalmente con base en datos y
observaciones poblacionales de sujetos que habian experimentado ambientes

fetales y de vida temprana adversos y que presentaron alteraciones en la salud
9



durante la vida adulta. Una de las primeras aportaciones en este campo fueron las
basadas en observaciones realizadas a lo largo del periodo de “Invierno del Hambre
Holandés”, ocurrido de 1944-1945 durante la ocupacion alemana de los Paises
Bajos en la Segunda Guerra Mundial, en el cual las raciones de alimento se
redujeron de 1800 kcal/dia a 600 kcal/dia y posteriormente aumentaron a 1700
kcal/dia al terminar la invasion. En este estudio se identific6 que los sujetos
expuestos al periodo de hambruna intrauterina durante la primera mitad del
embarazo tuvieron mayor predisposicion al desarrollo de obesidad (Ravelli et al.,
1976) y enfermedad coronaria (Roseboom et al., 2000) a la edad de 50 afos, en
comparacion con los sujetos cuyas madres habian sufrido desnutricion durante los
altimos tres meses de embarazo, quienes exhibieron una baja tasa de incidencia a
la obesidad (Ravelli et al., 1976).

Afios mas tarde, utilizando datos epidemiolégicos de la poblacion de
Inglaterra y Gales, Barker y Osmond reportaron una correlacion entre el bajo peso
al nacer (como marcador de mala nutricion fetal) y el riesgo de padecer cardiopatia
isquémica 50 afios después (Barker & Osmond, 1986), proponiendo la hipoétesis de
que los factores ambientales adversos en la vida temprana causan un trastorno en
el crecimiento y desarrollo resultando en un fenotipo adulto propenso a enfermedad
cardiovascular (Barker, 1995). Estudios posteriores realizados en otras cohortes
humanas (Bavdekar et al., 1999; Bhargava et al., 2004; Frankel et al., 1996; Gillman

et al., 2003) hicieron que esta hipétesis tomara mayor fuerza.

1.4. Obesidad maternay programacién fetal

Dado el creciente aumento de la obesidad materna, una gran cantidad de
estudios tanto epidemiolégicos como en modelos animales han centrado su interés
en evaluar los posibles efectos perjudiciales de la sobrenutricion fetal sobre la salud
de la descendencia y comprender los posibles mecanismos de la programacion del

desarrollo en respuesta a la obesidad materna.
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1.4.1. Estudios epidemiol6gicos

Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado que el IMC materno pre-
gestacional y gestacional es un fuerte determinante de obesidad en la descendencia
(Salsberry & Reagan, 2005). Los nifios nacidos de madres obesas tienen mayor
riesgo de desarrollar obesidad (Whitaker, 2004) y presentar acumulacion de grasa
corporal, perfil lipidico alterado (Godfrey et al., 2017), resistencia a la insulina
(Mingrone et al., 2008) y sindrome metabolico (Boney et al., 2005) en comparacion
con aquellos nacidos de madre con IMC normal. Cuando los hijos de madres obesas
entran a la edad de 20 afios exhiben mayor resistencia a la insulina en comparacion
con los hijos nacidos de madres no obesas (Mingrone et al., 2008). También se ha
descubierto que el aumento de peso materno y el aumento del IMC entre embarazos
aumenta el riesgo de sobrepeso en la descendencia en comparacién con sus

hermanos (Villamor & Cnattingius, 2006).

La programacion del desarrollo no se limita al ambiente intrauterino. El
periodo temprano postnatal también puede influir en el desarrollo de la
descendencia debido a que los sistemas fisiolégicos continlan desarrollandose
después del nacimiento. El periodo de lactancia es una ventana durante la cual las
alteraciones en la composicion de la leche afectan el metabolismo (Hauff et al.,
2014), por lo cual el impacto de la dieta materna sobre los nutrientes de la leche
puede ser un aspecto importante para la programacién del desarrollo; sin embargo,
aun existe una limitada investigacion en humanos sobre el grado en el que la
composicién de nutrientes en la leche de madres obesas influye en el desarrollo de

la progenie.

1.4.2. Estudios en modelos animales
Aungue las investigaciones de cohortes humanas son de gran importancia
para establecer asociaciones entre el estado nutricional materno y la salud de la
progenie, el uso de modelos animales ha sido de gran utilidad para evaluar los
efectos y elucidar los posibles mecanismos de la programaciéon del desarrollo en
respuesta a la obesidad materna durante la gestacion y el periodo postnatal

temprano en la descendencia.
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Los primeros estudios en primates no humanos mostraron que la
alimentacion con dietas con alto contenido energético durante el periodo de
lactancia condujo a niveles elevados de colesterol (Mott et al., 1990), triglicéridos e
hipertrofia de los adipocitos lo que dio lugar al incremento de la adiposidad en la
edad adulta (Lewis et al., 1986). Un estudio realizado en macacos encontrd que la
descendencia de madres alimentadas con una dieta con alto contenido en grasa
desarrollo caracteristicas de la enfermedad de higado graso no alcohdlico e
hipertrigliceridemia, que persistio en el periodo postnatal y condujo a un aumento
del doble en el porcentaje de grasa corporal, en comparacion con los descendientes
de madres control (McCurdy et al., 2009). Se han observado también cambios en la
morfologia y funcién placentaria en madres con obesidad inducida por dieta lo que
puede dar como resultado un mayor suministro de nutrientes al feto (Farley et al.,
2009).

En modelos en ovejas, la obesidad materna inducida por dieta caus6 una
mayor expresion del transportador de 4cidos grasos placentarios, 1o que resultd en
altos niveles de triglicéridos en los fetos (McCurdy et al., 2009). Otros estudios
mostraron genes lipogénicos regulados a la alta (Muhlhausler et al., 2007), mayor
depodsito de grasa en la descendencia y defectos en el desarrollo del musculo
esquelético (Yan et al., 2010; Zhu et al., 2008).

Estudios en roedores, reportan que los descendientes de madres
alimentadas con dieta alta en grasa durante la gestacion y lactancia y destetados
con dieta control, presentan incremento en el peso y adiposidad, hiperleptinemia,
trigliceridemia, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina e hipertrofia de los
adipocitos (Buckley et al., 2005; Ibafiez et al., 2018; Lomas-Soria et al., 2018; Nivoit
et al., 2009; Rodriguez-Gonzalez et al., 2019; Samuelsson et al., 2008; Taylor et al.,
2005; Vega et al., 2015; Zambrano et al., 2010) e hipertension (Khan et al., 2003,
2005). Se ha observado que esta respuesta puede ser dependiente del sexo,
indicando un dimorfismo sexual inducido por la obesidad materna (Alfaradhi et al.,
2014; Dahlhoff et al., 2014; Ibafez et al., 2018; Lomas-Soria et al., 2018; Ornellas
et al., 2013; Rodriguez-Gonzalez et al., 2019; Vega et al., 2015).
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Los modelos en roedores también han investigado los efectos de la dieta alta
en grasa en el periodo postnatal temprano. En este aspecto, los experimentos de
crianza cruzada se han utilizado para demostrar los posibles efectos de la dieta
materna postnatal en la contribucién del fenotipo obeso en la vida adulta. Los
modelos muestran que las crias de ratas control amamantadas por madres
alimentadas con dieta alta en grasa, desarrollan hipertension, disfuncion de células
endoteliales, ademas de hiperinsulinemia e incremento de la adiposidad, similar al
que presentaron las crias de ratas alimentadas con dieta alta en grasa durante el
periodo de gestacion o de lactancia (Khan et al., 2005). En combinacién con otros
estudios en roedores de sobrealimentacion postnatal, existe evidencia clara de que

el periodo de lactancia es una etapa critica del desarrollo (Armitage et al., 2008).

En general, los diversos modelos animales parecen converger en un fenotipo
relativamente comun en los descendientes de madres obesas, caracterizado por la
presencia de resistencia a la insulina, hipertrigliceridemia, hiperleptinemia y
aumento de la adiposidad. A pesar de que la magnitud de los efectos difiere de
acuerdo con el periodo de exposicién al reto nutricional y la composicion de la dieta,
la diversidad de modelos con resultados fenotipicos similares sugiere algunas vias
de mecanismos comunes que incluyen el desarrollo alterado de Organos,
alteraciones en respuestas de sefializacion celular y modificaciones epigéneticas
(Zambrano et al., 2016).

1.5. Tejido adiposo

El tejido adiposo es un érgano endocrino cuya funcién principal es mantener
la homeostasis energética (Unamuno et al., 2019). En mamiferos, existen dos tipos
principales de tejido adiposo, los cuales difieren en su origen, localizacion,
morfologia y funcion: el tejido adiposo blanco, cuya funcion principal es el
almacenamiento de energia; y el tejido adiposo pardo, el cual posee actividad

termogénica.

El tejido adiposo blanco es el depésito de grasa mas frecuente en el cuerpo

humano. Este tejido brinda proteccion mecanica a algunos 6rganos y se encarga de
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mantener la homeostasis energética mediante el almacenamiento de triglicéridos y
la liberacion de acidos grasos para la sintesis de energia. También se encarga de
la regulacion inmune e inflamatoria, el mantenimiento de la homeostasis de glucosa
y el control de la ingesta de alimentos mediante la secrecion y expresion de una
amplia gama de moléculas biolégicamente activas, conocidas como adipocinas
(Rutkowski et al., 2015; Unamuno et al., 2019). Puede ser dividido anatobmicamente
en: visceral o intra-abdominal (alrededor de los 6rganos abdominales), el cual esta
asociado con el riesgo de enfermedades metabdlicas; y subcutdneo (debajo de la
piel), asociado con efectos protectores sobre la homeostasis energética (Schoettl et
al., 2018; Unamuno et al., 2019).

El adipocito es la unidad funcional del tejido adiposo y se encarga de
almacenar el exceso de energia en forma de triglicéridos dentro de una grande y
Unica gota lipidica rodeada por un delgado borde de citoplasma, desplazando al
nucleo y otros componentes celulares hacia la membrana. Estas células pueden
alcanzar tamanos variables que van de 25-200 um de diametro, o incluso mayores,
y adoptan una configuracion poliédrica cuando se agrupan y constituyen los
lobulillos que forman el tejido adiposo (Unamuno et al., 2019). Los adipocitos
secretan una variedad de adipocinas, las cuales tienen acciones locales y
sistémicas con efectos especificos que ayudan a regular las funciones biolégicas
del tejido adiposo; por ejemplo, la adiponectina mejora la sensibilidad a la insulina,
incrementa la oxidacion de &cidos grasos y mejora la gluconeogénesis; las
interleucinas (IL) -1B, -6 y -8 y el factor de necrosis tumoral alpha (TNFa) tienen
actividad proinflamatoria; y la leptina, cuya principal funcién es la regulacion del
apetito y la saciedad, ademas de controlar la homeostasis energética y la respuesta
inflamatoria (Fasshauer & Bluher, 2015; Gupta, 2014; Khan & Joseph, 2014).

Aungue los adipocitos son las principales células del tejido adiposo, este
tejido esta formado por otros tipos celulares diferentes, incluidos los preadipocitos,
fibroblastos y células del sistema inmune y sistema nervioso, ademas de contar con
matriz extracelular y estar altamente vascularizados (Flores-Lazaro et al., 2011;

Unamuno et al., 2019). Cabe destacar que los adipocitos son células
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completamente diferenciadas que una vez que alcanzan la madurez son incapaces
de dividirse mitéticamente, por lo cual el recambio y maduracion de estas células se

lleva a cabo a través de un proceso altamente controlado llamado adipogénesis.

1.6. Adipogénesis

La adipogénesis es un proceso altamente orquestado a través del cual una
célula precursora mesenquimal da origen a un adipocito maduro mediante la
activacion secuencial de numerosos factores de transcripcion. Existen dos aspectos
importantes que caracterizan a este proceso: el compromiso y la diferenciacion; el
compromiso, hace referencia a la capacidad de la célula para restringirse al linaje
adipogénico, mientras que la diferenciacion dara lugar a la expresion de genes
especificos que determinaran el fenotipo exacto y le permitiran llevar a cabo la

funcion para la cual este destinada (Ali et al., 2013; Sarjeant & Stephens, 2012).

El control y mecanismos moleculares de la adipogénesis se ha estudiado
ampliamente mediante el uso de diferentes lineas celulares. Se ha descrito que
previo al inicio de la adipogénesis ocurre una etapa en la cual se induce la
proliferacion de las células mesenquimales que daran origen a la formacion de
preadipocitos, la cual se conoce como fase proliferativa. Posterior a esta fase, se
presentan cuatro estadios a través de los cuales se lleva a cabo el proceso de
compromiso y diferenciacion (Ali et al., 2013; Esteve Rafols, 2014) (Fig. 1):

1. Arresto del crecimiento de los precursores. Los precursores en proliferacion
entran en una fase de arresto del crecimiento, la cual es inducida por
inhibicion por contacto al alcanzar la confluencia. Durante esta fase ocurre el
proceso de compromiso donde las células mesenquimales se restringen al
linaje adipogénico y se convierten en preadipocitos comprometidos.

2. Expansion clonal de los preadipocitos. Los preadipocitos reingresan al ciclo
celular y llevan a cabo al menos dos ciclos de divisién mitética inducido por
sefales hormonales. Durante esta etapa es necesaria la sefializacion de los
inductores adecuados para llevar a cabo este proceso y continuar con las

fases subsecuentes de diferenciacion.
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3. Diferenciacién temprana. La division celular se detiene y se empiezan a
expresar algunos genes caracteristicos del adipocito, iniciandose la
acumulacion de lipidos.

4. Diferenciacion terminal. Se alcanza la morfologia y fenotipo tipicos del
adipocito y se expresan genes especificos que permitirdn realizar las

funciones caracteristicas del adipocito maduro.

Proliferacion Diferenciaciéon

Células madre Expansion Diferenciacion Diferenciacion

Proliferacion Compromiso

mesenquimales Clonal temprana terminal
; o oy °
Ppp— C ot U gy T ey 2 Q
- - v . . “ - . » ..~
. o 0
° o
Arresto del Adipocito Adipocito
crecimiento temprano maduro

Figura 1. Proceso de adipogénesis. Adaptado de (Esteve Rafols, 2014).

1.6.1. Cascada transcripcional de la adipogénesis

La adipogénesis esta controlada por una cascada transcripcional
estrictamente regulada donde los factores de transcripcion activan o reprimen la
expresion de los demas de manera secuencial (Rosen & MacDougald, 2006). En
esta cascada transcripcional el receptor activado por proliferadores de peroxisomas
gamma y la proteina de unién al potenciador CCAAT alpha (PPARy y C/EBPaq, por
sus siglas en inglés, respectivamente) son los factores clave. Tanto en estudios in
vitro como in vivo, PPARy y C/EBPa han demostrado ser importantes reguladores
de la diferenciacion de adipocitos, por lo cual ambos son considerados genes
maestros de la adipogénesis (Siersheek et al., 2012), y en conjunto con otros
factores de transcripcién, coactivadores y correpresores de reciente descubrimiento

dirigen este proceso de manera ordenada.

Se ha demostrado que, en las primeras etapas de la adipogénesis, la proteina
morfogénica ésea (BMP) y la sefalizacion del factor de diferenciacion del

crecimiento (GDF), regulan el compromiso de las células madre mesenquimales con
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el linaje adipogénico y son necesarios para la diferenciacién adipogénica in vitro
(Chen & Tong, 2013; Ghaben & Scherer, 2019; Siersbeek et al., 2012).

Otras proteinas, como las ciclinas de tipo D y las quinasas dependientes de
ciclinas (Cdk) participan durante la fase de expansion clonal mitética. La proteina
del retinoblastoma (pRb), otra proteina relacionada con el ciclo celular, tienen un rol
dual cuando esta hiperfosforilada estimulando la adipogénesis al mejorar la union y
transcripcion de C/EBPa y al inhibir la adipogénesis a través de su interaccion con
PPARYy (Ali et al., 2013).

Por otra parte, C/EBPB y & son reconocidos como factores de transcripcion
pro-adipogénicos tempranos clave que estan involucrados en el inicio del programa
adipogénico. C/EBPB y & activan PPARy y C/EBPaq, los cuales inducen la expresion
de todos aquellos genes que conduciran al fenotipo de adipocito maduro, entre los
gue se encuentran la familia de factores de transcripcion de unién a elementos
regulados por esteroles (SREBP) (Farmer, 2006). SREBP regula la lipogénesis y la
homeostasis de lipidos controlando la expresion de muchas enzimas involucradas
en la sintesis de colesterol, &cidos grasos, triglicéridos y fosfolipidos, y ademas ha
sido identificado como un factor pro-adipogénico al inducir la expresion de PPARy
(Ali et al., 2013; Rosen & MacDougald, 2006; Sarjeant & Stephens, 2012). Algunos
miembros de la familia de transductores de sefial y activadores de transcripcion
(STAT) y de la familia de factores tipo Krippel (KLF), asi como los elementos de
respuesta a AMPc (CREB) son factores de transcripcibn que participan
promoviendo la adipogénesis (Ali et al., 2013; Rosen & MacDougald, 2006). Se sabe
también que algunas hormonas y ligandos modulan el proceso de diferenciacion de
los adipocitos; por ejemplo, los glucocorticoides y la insulina participan en la
sefalizacion del proceso de adipogénesis y se ha observado que ambos son
componentes esenciales para la diferenciacion del adipocito en modelos in vitro
(Ghaben & Scherer, 2019).

Muchos otros factores de transcripcion reprimen la adipogénesis, estos son
reguladores positivos de otras vias celulares y son reprimidos por factores pro-
adipogénicos y vias de sefializacion, por lo cual se encuentran disminuidos en su
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expresion durante la diferenciacion de los adipocitos. Se ha descrito que varios
genes de la familia de proteinas Wnt juegan un papel importante en la tasa de
diferenciacion de los adipocitos al ser, quiz4a, los supresores mas establecidos de la
adipogénesis. Se ha observado en modelos in vitro que la via de sefalizacion Wnt
inhibe la diferenciacion de los adipocitos al bloquear la expresion de PPARYy y
C/EBPa (Ali et al., 2013; Ghaben & Scherer, 2019; Rosen & MacDougald, 2006).
Por otra parte, la familia de proteinas quinasa activadas por mitégenos (MAPK)
tienen efectos diferentes en distintas fases de la adipogénesis. Se ha identificado
que MAPKS3 y p38 son necesarias para la adipogénesis; sin embargo, MAPK3 es
requerida en la fase proliferativa y su bloqueo inhibe la adipogénesis, mientras que
durante la fase de diferenciacion terminal conduce a la fosforilacién de PPARYy, lo
cual inhibe la diferenciacion (Rosen & MacDougald, 2006). Otros factores de
transcripcion que reprimen la adipogénesis incluyen varios miembros de la familia
GATA, algunos miembros de la familia KLF, proteinas homologas a C/EBP (CHOP,
también conocidas como DDIT), la sirtuina 1 (Sirtl) y el correpresor de receptor
nuclear (NCoR), asi como citocinas inflamatorias (Ali et al., 2013; Rosen &
MacDougald, 2006).

1.7. Papel del tejido adiposo en la obesidad

La obesidad se caracteriza anatobmicamente por el incremento en la masa de
tejido adiposo lo que eventualmente conduce al aumento de peso corporal. La
expansion del tejido adiposo es necesaria para almacenar el exceso de energia y
puede llevarse a través de dos mecanismos diferentes, mediante el aumento de
tamafo de los adipocitos existentes (hipertrofia) o0 mediante la formacion de nuevos
adipocitos funcionales a partir de los preadipocitos existentes (hiperplasia) (Ornellas
et al., 2013). Durante la progresion de obesidad, la hipertrofia del tejido adiposo
ocurre antes que la hiperplasia, debido a la necesidad de almacenar el exceso de
grasa y proteger a los tejidos adyacentes de la lipotoxicidad. La hiperplasia ocurre
como un mecanismo de recuperacion para equilibrar la hipertrofia y asi regular la
homeostasis del tejido adiposo, es decir que la hiperplasia y la hipertrofia estan

reguladas reciprocamente (Muir et al., 2016).
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La hipertrofia de los adipocitos tiene efectos pleiotropicos sobre la funcién del
adipocito, por lo cual las alteraciones morfoldgicas en esta célula conllevan a
grandes implicaciones metabdlicas. La expresion de la mayoria de las citocinas en
los adipocitos estd determinada por su tamafio, por lo cual la hipertrofia de los
adipocitos conduce a una alteracion en la secrecion de citocinas que conlleva a
inflamacion local y sistémica y al desarrollo de alteraciones metabdlicas (Ali et al.,
2013), como resistencia a la insulina o dislipidemias. Por otra parte, la hiperplasia,
se ha asociado a una secrecién mejorada de adipocinas y mayor sensibilidad a la
insulina (Tandon et al., 2018) (Fig. 2).

1 Resistencia a la insulina

> 1 Glucosa e insulina
\ 1 Colesterol y triglicéridos
Gasto
energético Hipertrofia
Consumo
energetico
Obesidad
| Resistencia a la insulina
L | Glucosa e insulina

| Colesterol vy triglicéridos

Hiperplasia
Figura 2. Mecanismos de expansion del tejido adiposo. Adaptado de (Ghaben & Scherer,

2019).

1.8. Alteraciones del tejido adiposo programadas por la obesidad
materna

Una gran cantidad de estudios sugiere que los tejidos y 6Organos son
particularmente susceptibles a ser programados cuando la obesidad materna se
presenta en ventanas criticas como la gestacion y lactancia (Ellsworth et al., 2018;
Fall & Kumaran, 2019; Heindel & Vandenberg, 2015).

Existen ventanas criticas de programacion durante la gestacién y lactancia,
las cuales estan relacionadas con etapas de la organogénesis, desarrollo y
maduracion de diversos tejidos y 6rganos. En mamiferos, los adipocitos comienzan

a formarse durante el segundo y ultimo tercio de la gestacion, alrededor de la
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semana 14 de gestacion en humanos (Sarr et al., 2012) y del dia embrionario 17 en
ratas (Atanassova, 2002) (Fig. 3). En humanos, después de la semana 23 el nimero
total de adipocitos permanece aproximadamente constante y hasta la semana 29,
el aumento de tamafio de los adipocitos determina el crecimiento del tejido adiposo
(Sarr et al., 2012). Se considera que, durante edades tempranas, iniciando desde la
vida fetal y continuando en la infancia y pubertad (Hirsch & Knittle, 1970; Knittle et
al., 1979), se establece el numero de adipocitos completandose el desarrollo del
tejido adiposo; mientras que, en la edad adulta el nimero de adipocitos se mantiene
relativamente estable y con una tasa baja de renovacion (Muhlhausler & Smith,
2009), aproximadamente el 10% de los adipocitos se renueva anualmente durante
la edad adulta sin importar el grado de IMC (Spalding et al., 2008). En ratas, el
desarrollo del tejido adiposo es particularmente activo durante el periodo perinatal,
especificamente durante la Ultima semana de gestacion y se acelera durante la vida
postnatal temprana (lactancia) hasta que las crias se destetan por completo
(Lecoutre & Breton, 2014). Por tanto, dado que el periodo fetal y postnatal temprano
son criticos para el desarrollo y maduracion de las funciones celulares del tejido
adiposo (Muhlhausler & Smith, 2009; Parlee et al., 2014) y la exposicion a un
ambiente nutricional dafino durante estas etapas podria conducir a un fenotipo

metabolico alterado en la descendencia.

Concepcion Nacimiento Destete Edad adulta
I . - 19 dias embrionarios 21 dias postnatales
Trimestre Trimestre Trimestre . .
40 semanas 6 —9 meses
RATA
o 17 dias emvrionarios [ |
Adipocitos
HUMANO

14 semanas

Figura 3. Cronologia del desarrollo del tejido adiposo en rata y humano. Adaptado de
(Chang et al., 2019; Hill, 2018).

Los modelos animales en los que las ratas madres son alimentadas con dieta
obesogénica demuestran que las crias expuestas a la obesidad materna durante la

gestacién y lactancia son propensas a presentar mayor peso corporal y aumento de
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la adiposidad, aun cuando estas fueron destetadas dentro de una dieta control
(Guberman et al., 2013; Howie et al., 2009; Nivoit et al., 2009; Rajia et al., 2010;
Samuelsson et al., 2008; Shankar et al., 2008; White et al., 2009).

El analisis histologico realizado al tejido adiposo de estos animales mostro
hipertrofia de los adipocitos en la vida adulta, definida por una disminucion en la
cantidad de adipocitos pequefios y aumento de los grandes, en comparacion con lo
observado en los descendientes de madres del grupo control, en los que se
encontré mayor numero de adipocitos pequeios (Ibafez et al., 2018; Samuelsson
et al., 2008; Shankar et al., 2008; Zambrano et al., 2010). La distribucion de
frecuencias del tamafio de células adiposas fue diferente entre sexos, ya que se
observo que el aumento de adipocitos grandes fue mas exacerbado en machos que

en hembras descendientes de madres obesas (Ibafez et al., 2018).

Los cambios en la distribucion de tamafos del tejido adiposo son una
consecuencia importante de la proliferacion y diferenciacién de los adipocitos, ya
que los adipocitos pequefios estan directamente relacionados con una mayor tasa
de proliferacién mientras que los grandes estan asociados con una mayor capacidad
de almacenamiento de lipidos (lbafiez et al., 2018; Welte, 2015), por tanto, la
exposicidon a la obesidad materna durante periodos criticos del desarrollo puede
estar asociada con alteraciones programadas en genes importantes para la

diferenciacion y funcionamiento de los adipocitos.

En la descendencia adulta de madres obesas, la hipertrofia de los adipocitos
se acompafié de un aumento en la expresion de genes pro-adipogénicos y
lipogénicos, tales como PPARYy (Borengasser et al., 2013; Samuelsson et al., 2008),
C/EBPay B (Agarwal et al., 2018), SREBP1, sintasa de acidos grasos (FAS), lipasa
sensible a hormonas (HSL) y lipoproteinlipasa (LPL) (Sen & Simmons, 2010), asi
como con una disminucién en la expresion de correpresores de PPARYy, tales como
Sirtl y NCoR (correpresor del receptor nuclear) (Desai & Ross, 2011). Estos
resultados hacen suponer que la obesidad materna parece aumentar el potencial

adipogénico.
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Dentro de nuestro grupo de investigacion, para determinar los mecanismos
involucrados en la acumulacion excesiva de tejido adiposo en los descendientes de
madres obesas, se analizé el perfil de expresion adipogénico en el tejido graso de
estos animales encontrdndose una respuesta dependiente del sexo en la expresion
de genes involucrados en la hipertrofia del tejido adiposo programada por la
obesidad materna. En machos la hipertrofia del tejido adiposo se asocié con
deficiencias en la diferenciacion de los adipocitos a partir de sus precursores y con
una disminucion significativa de la expresion de genes relacionados con la
diferenciacion terminal del adipocito, o que dio origen a adipocitos disfuncionales;
mientras que, en hembras se asocié con un incremento en la diferenciacion de
adipocitos a partir de sus precursores y aumento en la expresion de genes
relacionados con las vias de sefalizacién que favorecen la acumulacién excesiva
de lipidos y la progresion de la resistencia a la insulina en adipocitos diferenciados
(Ibafiez-Chéavez, 2019).

1.9. Intervenciones maternas

Debido a todas las alteraciones que la obesidad materna genera en sus
descendientes, resulta importante evitar los efectos negativos de la programacion

del desarrollo mediante la implementacion de intervenciones efectivas.

Las principales estrategias de intervencion materna empleadas durante el
embarazo son el control de la dieta y la implementacion de ejercicio, las cuales se
han utilizado solas 0 en combinacion para mejorar la funciébn metabdlica y los

resultados perinatales (Catalano & deMouzon, 2015).

La implementacién de dietas con bajo indice glucémico, desde el inicio del
embarazo hasta el término, mejora la glucemia materna y se relaciona con una baja
circunferencia de muslo en los recién nacidos, lo que se ha asociado con un efecto
positivo en la adiposidad neonatal (Donnelly et al., 2015). Mientras que, la actividad
fisica durante el embarazo ha sido efectiva para prevenir el aumento excesivo de
peso gestacional y se ha asociado con la prevencion de preeclamsia, parto

prematuro y diabetes gestacional. En mujeres con sobrepeso u obesidad, ademas
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de lograr menor ganancia de peso durante el embarazo, la actividad fisica se asocia
con una mayor pérdida de peso corporal después del parto (Zambrano et al., 2016).
Sin embargo, la implementacion de actividad fisica mas intervencion dietética ha

mostrado tener resultados mas efectivos (Choi et al., 2013).

Por otra parte, la cirugia bariatrica, usada como medida para el control del
peso en sujetos con obesidad mérbida, ha mostrado tener efectos benéficos en la
salud de los hijos de mujeres que fueron intervenidas quirdrgicamente. Los estudios
gue examinaron a los hermanos que nacieron antes y después de que su madre se
sometiera a una cirugia bariatrica mostraron que los hermanos nacidos después de
la cirugia son mas delgados, més sensibles a la insulina y tienen una presion arterial
mas baja en comparacion con el hermano nacido antes de la cirugia bariatrica
(Murphy et al., 2017; Zambrano et al., 2016). Sin embargo, la cirugia bariatrica no
es una opcién de intervencion que este dirigida a todas las mujeres obesas, ya que
esta alternativa solo es recomendada en casos de obesidad morbida y cuando la
dieta, el ejercicio y el tratamiento farmacoldgico han fallado como alternativas para

lograr la reduccién de peso corporal.

Desafortunadamente, dentro de cada una de estas estrategias existen
variaciones en los resultados sobre la salud materna y la morbilidad y mortalidad
fetal y neonatal, debido a las limitaciones metodoldgicas y al tamafio de muestra 'y
del efecto observado. En este aspecto, el uso de modelos animales experimentales
ha sido de gran importancia para estudiar la efectividad de las intervenciones
maternas sobre el fenotipo metabdlico de la descendencia, debido a el control de
las diversas condiciones experimentales y a que es posible evaluar el efecto de la
intervencion en diversos sistemas de 6rganos, por lo cual los resultados son mas
contundentes. Actualmente, diversos estudios en animales han demostrado que
algunos de los efectos metabdlicos adversos que se manifiestan como
consecuencia de la obesidad materna pueden mejorarse mediante la

implementacion de intervenciones dirigidas en ventanas criticas del desarrollo.

Dentro de la linea de investigacion de nuestro grupo se han evaluado, en un
modelo de obesidad materna en ratas, diferentes tipos de intervencion con el
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objetivo de prevenir y/o disminuir las complicaciones asociadas, tanto en la cria,
como en la madre. El cambio de dieta alta en grasa a dieta control, un mes previo y
durante la gestacion y la lactancia (intervencion nutricional materna) previene
parcialmente el aumento en el tamafio del adipocito, asi como los efectos
metabdlicos adversos de la programacién por obesidad materna en la descendencia
en la edad adulta (George et al., 2019; Zambrano et al.,, 2010). Es importante
sefalar que con la intervencion nutricional no fue necesario que la madre obesa
recuperara el peso corporal materno al nivel de los controles para observar los

beneficios en la descendencia.

Por otra parte, el ejercicio materno, durante el mismo periodo de intervencién
muestra efectos benéficos en la funcién endocrina y metabdlica tanto de la madre
como de la cria, pese a no encontrarse cambios en el peso corporal de ambos (Vega
et al., 2015). Otros autores también han demostrado que el ejercicio materno antes
y durante el embarazo tiene efectos benéficos en el metabolismo de la
descendencia (Carter et al., 2013; Laker et al., 2014).

El ambiente intrauterino y la vida postnatal temprana representan ventanas
importantes para una intervencién dirigida; sin embargo, mejorar el peso corporal y
la salud metabdlica de las mujeres obesas antes de la concepcion podria ser mas
efectiva, ya que se obtendrian mejores resultados tanto para la salud de la madre
como la de la descendencia. A pesar de que las intervenciones que incluyen cambio
de dieta o implementacién de regimenes de ejercicio resultan ser extremadamente
beneficiosas para la prevencion de la obesidad tanto en la madre como en la cria,
estas no parecen ser efectivas para la poblacién humana debido a la falta de apego.
Como consecuencia, resulta necesaria la busqueda de nuevas alternativas de
intervencidn que puedan ser facilmente adoptadas y que ayuden a cumplir el mismo
objetivo. El uso de suplementos alimenticios resultan ser una novedosa alternativa,
debido a su facil acceso y a que representa un cambio no tan drastico en el estilo

de vida.
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1.10. Resveratrol

El resveratrol (3, 5, 4’-trihidroxistilbeno) es un compuesto polifendlico natural
producido por una variedad de plantas en respuesta a la infeccion por patégenos,
lesiones y tensiones abidticas o a la radiacién ultravioleta (Hou et al., 2019). Fue
aislado por primera vez de la planta Veratrum grandiflorum y muchos afios mas
tarde fue identificado en mas de 70 diferentes tipos de plantas y frutos como uvas,
arandanos, frambuesas, ciruelas y manis. El vino tinto es otra de las fuentes mas
conocidas para el consumo de resveratrol, aunque la cantidad presente de este
polifenol depende de varios factores, como el tipo de uva o el proceso de produccion
(Pefnalva et al., 2018).

Su estructura base consiste en dos anillos fendlicos unidos por un doble
enlace, lo que da lugar a la formacion de 2 is6meros geométricos en donde los
anillos fendlicos presentes en la estructura estan dispuestos en configuracion cis o
trans (Fig. 4). Aunque tanto los isdbmeros cis como los trans estan presentes en la
naturaleza, generalmente el isomero trans es la forma mayoritaria debido a que es
la mas estable (Weiskirchen & Weiskirchen, 2016). Sin embargo, esta puede
cambiar a su configuracion cis en presencia de luz ultravioleta (Thapa et al., 2019).
La forma trans ha sido la mas estudiada y se considera la forma mas activa

biolégicamente (Weiskirchen & Weiskirchen, 2016).

OH
: b ‘ Q Q
HO

OH OH
OH

frans-Resveratrol cis-Resveratrol
Figura 4. Estructura quimica del resveratrol. Tomado de (Gambini et al., 2013).
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1.10.1. Efectos bioldgicos del resveratrol

Las primeras observaciones que evidenciaron los posibles efectos del
resveratrol sobre la salud humana fueron obtenidas de estudios epidemioldgicos,
los cuales reportaron una menor incidencia en la morbilidad y mortalidad por
enfermedad coronaria en Francia, a pesar de los altos niveles de grasas saturadas
contenidos en la dieta, fendbmeno que se conoce como “paradoja francesa” (Pangeni
et al., 2014). Dicha paradoja fue atribuida al consumo de vino tinto por parte de la
poblacidon francesa, ya que en estudios posteriores se observo que el consumo
moderado de vino tinto podia reducir el riesgo de enfermedad coronaria en al menos
un 40%. Este efecto fue asociado con el alto contenido de polifenoles, como el

resveratrol, contenidos en el vino tinto (Renaud & de Lorgeril, 1992).

El resveratrol posee una potente actividad antioxidante. Es capaz de eliminar
especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (ROS y RNS, por sus siglas en inglés,
respectivamente) e incrementar la expresion de ciertas enzimas, necesarias para
mantener el balance de oxido-reduccion en la célula, y reducir la actividad de
algunas otras, como aquellas encargadas de la produccién de ROS; ademas, inhibe
la peroxidacién de lipidos (Gerszon et al., 2014). Adicionalmente, un gran niamero
de estudios, tanto in vivo como in vitro, han sefialado que el resveratrol posee una
amplia variedad de efectos benéficos para la salud debido a sus acciones
antiinflamatorias, = anticancerigenas, cardioprotectoras, antidiabéticas vy
antiobesogénicas (Zheng et al.,, 2018). Estos efectos han sido atribuidos a su
actividad antioxidante y a su capacidad para activar vias de sefializacion, al unirse

a receptores de membrana celular o receptores nucleares (Gambini et al., 2015).

1.10.2. Efectos y mecanismos antiobesogénicos del resveratrol
Como un suplemento alimenticio, el resveratrol ha mostrado ejercer una
respuesta protectora contra la obesidad. Estudios clinicos sefialan que la
suplementacién con resveratrol en sujetos con obesidad, a una dosis de 150 mg/dia
por un periodo de 30 dias, induce cambios metabdlicos al incrementar el gasto
energético, reducir los niveles de marcadores inflamatorios en suero, disminuir la

lipdlisis del tejido adiposo y los niveles de acidos grasos saturados plasmaticos
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(Timmers et al., 2011); ademas, logra disminuir significativamente el tamafio de los
adipocitos en el tejido adiposo subcutaneo con una marcada reduccion en el tamafio
de adipocitos grandes y extremadamente grandes y un incremento en la cantidad

de adipocitos pequefios (Konings et al., 2014).

En modelos murinos, el tratamiento con resveratrol protege de la ganancia
de peso corporal inducida por el consumo de dieta alta en grasa al incrementar el
gasto energético, lo cual es mediado por la estimulacién de la oxidaciéon y la
supresion de la sintesis de acidos grasos y al inducir la formacion de adipocitos de
tipo marrén en el tejido adiposo blanco (Zhao et al., 2017). El resveratrol también
atenda la inflamacion, inducida por el consumo de dieta alta en grasa, del tejido
adiposo blanco suprimiendo los niveles de TNFa, IFN-a y - e IL-6 y disminuyendo
la infiltracion de macrofagos en el tejido adiposo (Gomez-Zorita et al., 2013; Jeon et
al., 2012; Kim et al., 2011).

Los posibles mecanismos de accion que subyacen a los efectos anti-
obesogénicos del resveratrol (Fig. 5), han sido obtenidos de las observaciones en
los modelos in vivo y complementadas con los resultados de estudios in vitro
(Aguirre et al., 2014). Estos estudios sefialan que el resveratrol puede disminuir la
adipogénesis del tejido adiposo al reducir la estabilidad y actividad transcripcional
de C/EBPa y PPARYy, los genes reguladores mas importantes en la adipogénesis.
En adipocitos maduros puede aumentar la apoptosis y aunque este compuesto per
se parece ser incapaz de inducir lipolisis, aumenta la movilizaciéon de lipidos
estimulada por agentes B-adrenérgicos. Por otra parte, tanto la inhibicion de
la lipogénesis de novo como la absorcién de acidos grasos en el tejido adiposo
desempefian un papel en la reduccién de la grasa corporal inducida por este
polifenol, ya que se encarga de disminuir la expresion de genes lipogénicos. El
resveratrol inhibe también la inflamacion del tejido adiposo al disminuir los niveles
de IL-6, IL-8 y de leptina. Ademas de sus efectos sobre el tejido adiposo, el
resveratrol también puede actuar sobre otros 6rganos y tejidos, por ejemplo, en
musculo esquelético e higado aumentando la oxidacién de acidos grasos (Aguirre
et al., 2014, Baile et al., 2011; Zhao et al., 2017).
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Figura 5. Mecanismos anti-obesogénicos del resveratrol. ACC: Acetil-CoA carboxilasa;
ACO: Acil-CoA oxidasa; C/EBPa: Proteina de union al potenciador CCAAT alpha; CPT-1A:
Carnitina palmitoiltransferasa 1A; FAS: Acido graso sintasa; LPL: Lipoprotein lipasa; PPARa y

Y. Receptor activado por proliferadores de peroxisomas alpha y gamma. Adaptado de (Aguirre
et al., 2014).

1.10.3. Efectos del consumo materno de resveratrol en la descendencia

Mientras que la mayoria de los estudios en animales han mostrado los
efectos directos del resveratrol en la obesidad (Alberdi et al., 2011; Gémez-Zorita et
al., 2013; Kim et al., 2011; Rivera et al., 2009), los efectos de la suplementacién con
resveratrol en madres obesas sobre la fisiologia y metabolismo de su descendencia
han sido menos explorados. Algunos estudios sefialan que la ingesta materna de
resveratrol mejora los resultados adversos fetales ocasionados por la hipoxia
(Bourque et al., 2012), la exposicion al etanol (Kumar et al., 2011) y la restricciéon

proteinica materna (Vega et al., 2016).

En lo que respecta a sus efectos en la obesidad materna, estudios clinicos
en mujeres embarazadas con sobrepeso mostraron que la suplementacion con una
dosis de 80 mg de resveratrol reduce la incidencia de diabetes gestacional y mejora
el perfil lipidico y de glucosa significativamente después de 60 dias, en comparacion
con las mujeres que no recibieron tratamiento. Los resultados y efectos adversos

en la descendencia no fueron reportados (Malvasi et al., 2017).
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Por otra parte, estudios en roedores han reportado que el consumo materno
de resveratrol durante la gestacion y lactancia disminuye la ganancia de peso
corporal, la masa de tejido adiposo y la adiposidad y, ademas, reduce las
concentraciones de triglicéridos en suero y se mejora la sensibilidad a la insulina en
las madres alimentadas con dieta alta en grasa y en la descendencia adulta (Ros et
al., 2020; Zou et al., 2017). En la descendencia adulta también se observo reduccion
en las concentraciones de leptina en suero e incremento del gasto energético, lo
cual fue asociado con una mejora en la funciébn termogénica del tejido adiposo
marrén y el pardeamiento del tejido adiposo blanco (Zou et al., 2017); y disminucién

del tamafio del adipocito, de una manera dependiente del sexo (Ros et al., 2020).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tanto estudios epidemiologicos como estudios en modelos animales
experimentales sefialan que la obesidad materna programa a la descendencia a
padecer desordenes metabolicos en la vida adulta a través de diversos
mecanismos. En este sentido, el uso de modelos animales ha sido de gran
importancia ya que ha permitido establecer que diversos 6rganos y tejidos pueden
ser programados por la obesidad materna, con consecuencias adversas en su

funcién durante la vida postnatal.

El tejido adiposo es uno de los principales érganos programados por la
obesidad materna. Se ha observado que los descendientes de madres obesas
presentan incremento de la adiposidad y del tamafio del adipocito y, como
consecuencia, incremento en el peso corporal y un fenotipo metabdlico alterado,

independientemente del tipo de alimentacion recibida en la vida postnatal.

Dado que el tejido adiposo ejerce un papel muy importante en la regulacion
del metabolismo energético y que su disfuncion metabdlica depende en gran medida
de los mecanismos que conllevan a su desarrollo y expansion, la adipogénesis
representa uno de los principales blancos para evaluar y contrarrestar los efectos
programados por la obesidad materna durante el desarrollo temprano de la
descendencia, mediante la implementacion de intervenciones que puedan ser

facilmente adoptadas por la poblacion materna.
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3. JUSTIFICACION

En las ultimas décadas, la cantidad de mujeres en edad reproductiva con
sobrepeso y obesidad ha aumentado considerablemente y, como consecuencia el
namero de embarazos que cursan con un cuadro de obesidad y de complicaciones
asociadas a esta. El sobrepeso y la obesidad alteran el estado nutricional y el
metabolismo y, por tanto, la capacidad de la madre para proporcionar nutrientes al
feto. Durante periodos criticos del desarrollo como la gestacion y la lactancia, las
alteraciones nutricionales maternas pueden modificar la fisiologia y metabolismo de
la descendencia de manera permanente y programar al desarrollo de enfermedades
cronicas en la vida adulta. Por tanto, mejorar la salud materna frente a la creciente
prevalencia de obesidad durante el embarazo, es de vital importancia para prevenir

los resultados metabodlicos adversos tanto en la madre como en la descendencia.

En modelos animales experimentales, el uso de intervenciones nutricionales
y de ejercicio, dirigidas durante las ventanas criticas de la programacion del
desarrollo, han demostrado el potencial de revertir los resultados metabdlicos no
deseados en la descendencia. Sin embargo, estas no parecen ser efectivas para la
poblacion humana debido a la falta de apego, haciendo necesaria la busqueda de
diferentes opciones y mecanismos de intervencidn que conduzcan a mejores

resultados.

Algunos estudios demuestran que el resveratrol, ademas de poseer una
potente capacidad antioxidante, tiene importantes efectos biolégicos directos en la
obesidad inducida por el consumo de dieta alta en grasa. En los descendientes de
madres obesas se ha observado que el consumo materno de resveratrol previene
la acumulacién excesiva de grasa corporal y mejora el perfil metabdlico. Sin
embargo, la informacién acerca de como el resveratrol actia sobre los mecanismos
de desarrollo y expansion del tejido adiposo de la descendencia adulta es limitada.
Por tanto, es de nuestro interés evaluar el efecto de la intervencion con resveratrol
en la rata madre con obesidad sobre la programacién del metabolismo y la

expansién del tejido adiposo de las crias adultas.
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4. HIPOTESIS

La intervencion con resveratrol previo y durante la gestacion y la lactancia
mejorara las alteraciones fisiolégicas y metabdlicas en madres obesas, lo cual
tendra un efecto positivo en el desarrollo del tejido adiposo de la cria, ayudando a
prevenir la hipertrofia de los adipocitos y el desbalance metabdlico programados por

la obesidad materna de forma dependiente del sexo.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Determinar los efectos de la intervencién materna con resveratrol sobre la
fisiologia y metabolismo de la rata madre obesa y sobre el desarrollo e hipertrofia

de los adipocitos de sus crias machos y hembras.

5.2.  Objetivos particulares

e Evaluar el efecto del consumo de resveratrol previo y durante la gestacion y
lactancia sobre la fisiologia y metabolismo de las madres experimentales con
obesidad.

e Evaluar los cambios morfométricos y metabdlicos, causados por el consumo
materno de resveratrol, en las crias de madres obesas.

e Determinar los efectos del consumo materno de resveratrol sobre la
hipertrofia del adipocito de las crias de madres obesas.

e Estudiar los efectos de la intervencion materna con resveratrol durante
ventanas criticas del desarrollo sobre la expresion de genes adipogénicos en
tejido adiposo retroperitoneal de crias de madres obesas.

e Estudiar el dimorfismo sexual en respuesta a la obesidad materna y a la

intervencién materna con resveratrol.
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6. METODOLOGIA

6.1. Disefo experimental

Se emplearon ratas hembra (FO) recién destetadas de 21 dias de edad, las
cuales fueron alimentadas, a partir del destete, durante el crecimiento, la gestacién
y hasta el final de la lactancia, con dieta Chow (5% grasa, 4 kcal/g) o dieta
obesogénica (25% grasa, 5kcal/g); formando el grupo control (C) y de Obesidad
Materna (OM), respectivamente. A los 90 dias posnatales (DPN) y durante la
gestacion y lactancia, la mitad de las ratas de cada grupo fueron suplementadas via
oral con resveratrol a una dosis de 20 mg/kg/dia (Fig. 6), usando como vehiculo
carboximetilcelulosa al 0.5%, quedando los grupos experimentales de la siguiente

manera:

e Grupo control (C)

e Grupo de obesidad materna (OM)

e Grupo control intervenido con resveratrol previo y durante la gestacion y la
lactancia (CRES)

e Grupo de obesidad materna intervenido con resveratrol previo y durante la
gestacion y la lactancia (OMRES)

A los 120 DPN, todas las hembras experimentales (FO) fueron alojadas por
un periodo no mayor a tres dias con machos adultos de la misma cepa (alimentados
con dieta control), a fin de que se pudieran aparear. El inicio de la prefiez se
determiné por medio de frotis vaginal, considerando como resultado positivo la
presencia de espermatozoides en los campos observados en el microscopio. El dia
del parto fue asignado como inicio de la lactancia. Las camadas (n= 8
camadas/grupo) fueron ajustadas a 10 crias, en proporcién 1:1 (hembra: macho) en
medida de lo posible. Las crias (F1) permanecieron en la misma caja que su madre
desde el nacimiento y hasta los 21 dias de lactancia (dL), a fin de ser amamantadas.
Al destete (21 DPN) todas las crias fueron separadas de acuerdo con su sexo en
grupos de 3 a 4 crias por caja y a partir de ese momento se alimentaron con dieta
control hasta el final del experimento (130 DPN), identificAndolas con la misma

nomenclatura del grupo asignado a la madre (Fig. 6).
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Figura 6. Esquema general del disefio experimental.

6.2. Animales experimentales

Los animales utilizados para este estudio fueron ratas de la especie Rattus
norvegicus de la cepa Wistar provenientes de una colonia mantenida en el
Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricibn Salvador Zubirdn. Todos los procedimientos
experimentales fueron aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de
los Animales de Laboratorio del mismo Instituto (CINVA-1868) y se llevaron a cabo
de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) en materia de

cuidado y uso de animales de laboratorio.

Tanto el alimento como el agua de bebida fueron proporcionados ad libitum
y durante todo el estudio todas las ratas permanecieron en el area concedida dentro
de las instalaciones del bioterio, donde se mantuvieron en condiciones de humedad
relativa (75%) y temperatura controladas (20 + 2°C), con ciclos de luz/obscuridad

de 12 horas.

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
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apareamiento, periodo a partir del cual sélo se coloc6 a una hembra por caja hasta

el final del estudio.

Las hembras de la generacion materna (FO) utilizadas 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).

6.3. Dietas experimentales

La dieta control consistio en alimento comercial para roedor Chow (Purina
5001) formulada para mantenimiento, crecimiento, reproduccion y lactancia de ratas
y ratones convencionales, con 5% peso a peso (% p/p) de grasa vegetal y un
contenido energético de 4kcal/g (Tabla 2). La dieta obesogénica fue preparada en
la planta piloto del Departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos del
INCMNSZ, con 25% p/p de grasa y un contenido energético de 5 kcal/g (Tabla 2 y
3). La formulacién de esta dieta fue disefiada con base a la recomendacion AIN-93
del American Institute of Nutrition (Reeves et al., 1993) asi como modificaciones
hechas a esta, previamente publicadas por nuestro grupo de investigacion
(Zambrano et al., 2010). Para su elaboracion se utilizé una mezcladora de paletas
Hobart modelo A-200 de 20 litros de capacidad, potencia de 1/3 HP y 1425 rpm, en
donde fueron mezclados todos los ingredientes de la dieta hasta obtener una pasta
moldeable con la cual se formaron galletas sélidas, a fin de facilitar que las ratas

pudieran roer el alimento.

Tabla 2. Composicion nutricional de las dietas

Nutrimento Dieta control (Purina 5001) Dieta obesogénica

Proteina 22.0 23.4
Grasa total 5.0 25.0
Aceite vegetal 5.0 5.0
Manteca de cerdo 0.0 20.0

Polisacaridos 31.0 20.59

Azlcares simples 31.0 20.59
Fibra dietética 4.0 5.0
Minerales 6.0 5.0
Vitaminas 1.0 1.0

Contenido energético 4.0 kcallg 5 kcallg
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Tabla 3. Formulacion de la dieta obesogénica
Componente Concentracion (g/100g de dieta)

Caseina 11.55
Caseinato de calcio 11.55
L-Cistina, Diclorhidrato 0.3
Mezcla de minerales AIN-76 5.0
Mezcla de vitaminas AIN-93 VX 1.0
Colina, Clorhidrato 0.17
a-Celulosa 5.0
Almidon de maiz 20.59
Glucosa anhidra 20.59
Aceite vegetal 5.0
Manteca de cerdo 20.0

6.4. Medicién de ingesta de alimento en FO

De las hembras experimentales FO, se determiné la ingesta de alimento
(Ec.1) diariamente durante la lactancia. La determinacidén se realiz6 pesando la
cantidad de alimento presente en el comedero cada dia y reponiéndolo, de tal
manera que la cantidad de este no fuera inferior a 50 g. Para cada rata se calculd

la ingesta promedio por dia.

Ecuacion 1. 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 determinacién)
Af=alimento final (g de alimento en el comedero el dia de la determinacién)

n= animales en la caja durante la determinacion

6.5. Eutanasia de los animales experimentales

Alos 21 dL en las madres y a los 130 DPN en las crias experimentales se
realizo la eutanasia (después de 6 h de ayuno) por medio de decapitacion rapida
con guillotina para roedor (©Thomas Scientific), previa anestesia con isofluorano
(Sofloran® Vet, PiSA ®).

6.6. Extraccién de suero

Al momento de la eutanasia, tanto en las madres experimentales como en

las crias descendientes, se recolectaron muestras sanguineas de la region cervical,
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las cuales se centrifugaron a 2000xg por 15 minutos a 4°C en una centrifuga
refrigerada (Sorvall RT7) a fin de extraer el suero, el cual fue conservado a -20°C

hasta el momento de su analisis.

6.7. Recoleccidén y almacenamiento de muestras bioldgicas

Al terminar la extraccién de sangre, se realizo la diseccion del tejido adiposo
en madres y crias experimentales. Segun el sexo, se extrajo el tejido adiposo de
diferente localizacion anatdmica: retroperitoneal, pancreética, esterndn,
mesentérica, ovarica y uterina (en hembras) y epididimo (en machos). Todos ellos
fueron pesados individualmente en una balanza analitica (BP 310S, Sartorius; Cap.
Max.= 320 g, d=0.001 g).

En el caso de las crias, las muestras de tejido adiposo retroperitoneal fueron
recolectadas; una parte fue seccionada y fijada en paraformaldehido al 10% vy el
resto fue colocada en nitrogeno liquido y almacenada a -70°C en ultracongelador

para su posterior analisis.

6.8. Indice de adiposidad

Para cada rata se determiné el indice de adiposidad (IA) mediante la suma
del peso de cada depdsito extraido, descrito anteriormente, y el peso corporal (Ec.
2).

Ecuacién 2. indice de adiposidad
4= (Peso total del tejido adiposo extraido (g)

X 100
Peso corporal (g) )

Este parametro calculado nos permiti6 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.

6.9. Determinaciones bioquimicas en sangre
La determinacion 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).
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Las determinaciones se llevaron a cabo con reactivos disefiados especialmente
para este sistema (Glucosa: Synchron GLU, Ref.:467825; Colesterol: CHOL, Ref.:
467825; Triglicéridos: Synchron GPO, Ref.. 445850) mediante analisis
espectrofotométrico a partir de ensayos enziméticos. Las concentraciones de los

parametros evaluados en las muestras se expresaron en mg/dL.

6.10. Determinaciones hormonales en sangre

Tanto la concentracion de insulina como de leptina se determinaron por
radioinmunoanalisis (RIA). En dicha técnica, una concentracién establecida de
antigeno marcado radiactivamente es mezclada con una concentracion
desconocida de antigeno de la muestra (analito) e incubada con una dilucion

constante de antisuero.

6.10.1. Leptina
Para la cuantificacién de la concentracion de leptina se utilizé un estuche
para leptina de rata (LINCO® RL-83K), el cual utiliza leptina marcada con el is6topo
radiactivo ?°l y un antisuero especifico para leptina de rata con una sensibilidad de

0.5 ng/ml.

6.10.2. Insulina
Asimismo, se utilizd un estuche de RIA para insulina de muestras de rata
(LINCO® RI-13K), en el cual se emplea insulina marcada con el is6topo radiactivo

125 y un antisuero especifico para insulina de rata con una sensibilidad de 0.1 ng/ml.

Cabe sefalar que cada estuche contiene sus propios estandares con los
cuales se elaboro la curva patrén. Para ambas determinaciones, se usé un contador

de radiaciones y (Packard Instruments).

6.11. indice de Resistencia a la Insulina

El indice de resistencia a la insulina (IRI) se determin6 de acuerdo con la Ec.
3, tomando en cuenta que 1ng/mL de insulina equivale a 18 pU/mL y 1ng/mL de

glucosa a 25 pumol/L. De acuerdo con el modelo de analisis homeostatico (HOMA
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por sus siglas en inglés) el producto de la glucosa en mM y la insulina en mUI/L es
dividido entre 22.5 (Matthews et al., 1985).

Ecuacién 3. indice de resistencia a la insulina

mg
(Glucoslcg ( dl )) X (Insulina (%)) X 25

22.5

IRI =

6.12. Procesamiento histoldgico del tejido adiposo de los descendientes

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 paraformaldehido en PBS 0.05 mM por
24 horas a 4°C. Transcurrido este tiempo, el tejido fijado se lavo tres veces y se

almacend a 4°C en PBS 0.05mM hasta el momento de su procesamiento.

Cada porcién de tejido fijado se coloc6é en un casete de hidratacién para
andlisis histolégico (Histosette |, Simport-) y fue sometido a proceso de
deshidratacion mediante lavados sucesivos con soluciones alcohdlicas de
concentracion creciente, continuando con etanol absoluto (50%) - xilol (50%),
seguido de su procesamiento con xilol y finalizando con parafina. Este proceso fue

realizado de manera automética en Histoquinete (TP1020, Leica").

Una vez terminado el procesamiento del tejido, las muestras fueron incluidas
en parafina fundida (Paraplast”) en un procesador de tejidos (Arcadia H, Leica®).
Se realizaron cortes histolégicos de 5um de grosor en micrétomo (RM2125 RTS,
Leica ') que se fueron adheridos a laminillas previamente etiquetadas y tratadas con
Poli-L-Lisina (P8920, Sigma-Aldrich-).

Los cortes montados en las laminillas fueron desparafinados en un horno a
60°C durante 20 min para continuar con la tincion del tejido con hematoxilina y
eosina, colocando las laminillas en un rack que contenia xilol, concentraciones

decrecientes de alcohol y colorantes.
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6.13. Analisis microscopico

Los cortes histologicos tefiidos fueron observados al microscopio (BX51,
Olympus®) a un objetivo de 20X. Se obtuvieron microfotografias digitales en
diferentes campos al azar con una camara (DP-72, Olympus®) adaptada al equipo
y usando el software DP2-BSW Ver. 2.1 (Olympus®). Finalmente, usando el
software AxioVision Rel. 4.8 (°Carl Zeiss Microscopy GmbH, 2009) se delimitaron
manualmente los bordes de los adipocitos enteros presentes en las microfotografias
del tejido adiposo de cada rata experimental obteniéndose el valor del area
transversal correspondiente a cada célula observada en um?. Cada microfotografia

fue calibrada con la barra de escala basada en el aumento del microscopio utilizado.

6.14. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA del tejido adiposo

A partir de 150 mg de las muestras de tejido adiposo retroperitoneal
conservadas a -70°C se extrajo el RNA total con estuche comercial (Zymo Direct-
zol™ RNA MiniPrep, R2053) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracion, calidad y pureza del RNA obtenido se midi6
espectrofotométricamente a 260/280nm con NanoDrop ND-1000 Instrument

(°Thermo-Fisher Scientific).

Usando 500 ng del RNA extraido de cada muestra, se sintetizd el DNA
complementario (cDNA) correspondiente mediante retro-transcripcion con estuche
comercial (Cat. 04897030001, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis, Roche).

6.15. PCR en tiempo real

La expresion de genes adipogénicos se determiné mediante PCR en tiempo
real en sistema automatizado (LightCycler® 480 Real- Time PCR System
Instrument 11) con estuche comercial (LightCycler® 480 Probes Master, ®Roche)
usando el cDNA obtenido. Las condiciones del equipo se establecieron de la
siguiente manera: 1 ciclo de pre-incubaciéon (95°C por 10 min), 45 ciclos de
amplificacion (95°C, 10 s; 60°C, 30 s; y 72°C, 1 s) y 1 ciclo de enfriamiento (40° por
30 s). La reaccidn se llevé a cabo usando 1 ul de cDNA, sondas especificas para

cada gen de estudio (Universal ProbeLibrary, ®Roche) y 0.5 mM del oligonucleétido
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correspondiente (Tabla 4). Los oligonucleétidos para cada uno de los genes se
disefiaron utilizando el programa en linea del fabricante (Universal Probe Library

Assay Design Center, ®Roche).

Las muestras de todos los grupos se corrieron por duplicado, incluyéndose
en cada corrida un control negativo. Los resultados se evaluaron por el método 2
AACT (Livak & Schmittgen, 2001). Los valores obtenidos se normalizaron
dividiéndolos entre el valor de amplificacion del gen estructural en cada reaccion; L-
32 (Ribosomal Protein L32), fue usado como gen de referencia. Los resultados se

expresan como veces de diferencia en expresion con respecto al grupo control.

Tabla 4. Secuencia de los oligonucleétidos usados para el analisis de PCR en tiempo real
en muestras de tejido adiposo retroperitoneal.

NCBI ID Oligonucledtido sentido (5'-3') Oligonucledétido sentido (3'-5')
L-32 cagcacagtaagatttgttgcac ccggaagtttctggtccac
CCND1 NM_171992 gcacaacgcactttctttcc tccagaagggcttcaatctg
CDKN1A NM_080782 gggatgcatctatcttgtgatatg tgtggaacaggtcggaca
C/EBPa NM_012524 tggctctgggtctggaaa ccagtggcagggttgtgta
CREB-1 NM_031017 tggagttgttatggcgtcct acgacattctcttgctgcttc
DDIT3 NM_024134 cgtcgatcataccatgttgaa ctgtaattggaccggtttctct
JUN NM_021835 gccaccgagaccgtaaag ctgtgcgagctggtatgagt
LMNA NM_001002016 gagcaaagtgcgtgaggagt tccecctccttettggtatt
LPL NM_012598 gaaatgatgtggccaggttc tggacattgtctagggggtagt
LRP5 NM_001106321 catccatgctgtggagga tgtctcgggcacaaggat
MAPK14 NM_031020 ttcacgccaaaaggacctac cattctcgtgcttcatgtgc
NCOR1 NM_001271103 ccgaaattattgatggccttt aaagctgccgcatttgttt
NR1H3 NM_031627 agggctccaggaagagatgt caactccgttgcagagtcag
PPARa NM_013196 tcggagggctctgtcatc catctgtactggtggggaca
PPARS NM_013141 gaggacaaacccacggtaaa catgactgacccccacttg
PPARy NM_013124 gggggtgatatgtttgaacttg caggaaagacaacagacaaatca
RB1 NM_017045 cagcctccctctccagagta tttctttggagatcttataggagaaag
SIRT1 NM_001107627 gtaacagcacttctgattctcctg tggtggcattccctgtaatc
VDR NM_017058 gcttctccgggaactcect cggatggttccatcatgtct
WNT5B NM_001100489 cctataccaacggtctaaaaagca ggaccaacatcttccaaagc
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6.16. Anéalisis estadistico

6.16.1. Parametros maternos FO
Los diversos pardmetros maternos fueron expresados como la media
aritmética + el error estandar de la media (EE) y se analizaron estadisticamente
mediante analisis de varianza (ANOVA) de una via seguida de la prueba post hoc
Tukey. Se emple6 una n= 6-8 ratas por grupo experimental, considerando un valor
de p<0.05 como significativo.

6.16.2. Parametros de los descendientes F1

Un macho y una hembra de diferente camada fueron escogidos al azar para
obtener un tamafio de muestra de n=6-8 ratas por grupo de cada sexo. Los
parametros obtenidos en las crias (peso corporal, tejido adiposo total e indice de
adiposidad, parametros bioquimicos y la expresion de genes adipogénicos) se
expresan como la media + EE y fueron analizados mediante ANOVA de una via
seguido de la prueba post hoc Tukey. Se consideré diferencia significativa con
p<0.05.

6.16.3. Analisis del tamafio del adipocito en crias a los 130 d
Para la cuantificacion del area del adipocito se utilizé una n= 6 ratas por grupo
experimental y sexo. Debido a que los datos del tamafio del adipocito no se pudieron

modelar con la distribucidon normal, este fue analizado de diferentes maneras.

Los datos de todos los animales experimentales fueron agrupados y
visualizados en gréficas de dispersion. Los datos también fueron reportados como
la mediana con rango intercuartilico y se analizaron mediante la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis ANOVA de una via en ranks seguido de la prueba de

comparacion multiple Dunn’s. Se consideré diferencia significativa con p<0.05.

Las diferencias en la distribucion de los datos del tamafio del adipocito fueron
analizadas mediante la comparacién de su distribucibn acumulada empleando la

prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov para dos muestras.

Ademéas de los analisis descritos anteriormente, se llevd a cabo la

caracterizacion de la distribucion del tamafio del adipocito de los animales
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experimentales mediante su ajuste a la distribucion gamma, lo cual nos permitié
realizar una comparacion estadistica de las porciones de adipocitos pequefios y

grandes entre los grupos de estudio.

Se ha descrito que los adipocitos adoptan una configuracion poliédrica
cuando se observan en un corte histolégico. En esta morfologia, cada célula adiposa
se asemeja a un poligono convexo, es decir, con todos los vértices apuntando hacia
afuera de manera similar a un diagrama de Poisson-Voronoi (Fig. 7A) (Ibafiez et al.,
2018). La distribucién del area de los poligonos en un diagrama de Poisson-Voronoi
se ajusta a la distribucibn gamma (Tanemura, 2003), lo cual nos permite el uso de
la distribucibn gamma como modelo estadistico para evaluar la distribucion de

tamafo de los adipocitos observados en un corte histolégico (Fig. 7B, C y D).
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Figura X. Ajuste de la distribucion gamma al tamafio del adipocito. A) Diagrama de
Poisson-Voronoi; B) Microfotografia de tejido adiposo retroperitoneal tefiido con hematoxilina y
eosina a 20X; C) Vista transversal del tejido adiposo representado como un diagrama de
Poisson-Voronoi y D) Distribucién del tamafio del adipocito ajustado a la distribucion gamma.
Modificado de (Ibafiez et al., 2018).

Con la finalidad de tener una vision general de la distribucion del tamafio de
los adipocitos, se construyeron histogramas de frecuencia relativa para cada grupo
experimental utilizando en conjunto todos los datos del area obtenidos. Los datos
se agruparon desde el origen en categorias correspondientes a intervalos de 500
um? en el caso de los machos y de 200 um? en el caso de las hembras. El ancho de
categoria (w; Ec. 4) se determiné en funcién del total de datos empleados mediante

la regla de Sturges (1+logzn) (Sturges, 1926).
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Ecuacion 4. Ancho de categoria

Valor maximo — Valor minimo
(1 + logyn)

w =

Donde n representa el nimero de datos empleados.

Cada histograma fue ajustado con su correspondiente funcién de densidad

de probabilidad gamma (Ec. 5).

Ecuacion 5. Funcién de densidad de probabilidad gamma

a

f(x) — m x@1lg—bx

Donde:

f(x) = Frecuencia relativa

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

Adicionalmente, se calcularon las proporciones de adipocitos pequefios y
grandes para cada rata definiendo como puntos de corte los percentiles 10 y 90,

respectivamente, de la distribucibn gamma del grupo C.

Para evaluar las diferencias estadisticas en los adipocitos de tamafios
extremos se realiz6 un analisis no paramétrico. Se empleé la prueba Kruskal-Wallis
ANOVA de una via en ranks seguido de la prueba de comparacién mdaltiple de

Dunn’s. p<0.05 fue considerada estadisticamente diferente.

45



7. RESULTADOS

7.1. Parametros morfométricos maternos (F0) al final de la lactancia

Alfinal de la lactancia, las madres obesas tuvieron un incremento significativo
en el peso corporal, la cantidad de grasa total e indice de adiposidad en
comparacion con las madres del grupo control. La intervencion materna con
resveratrol en el grupo OM redujo estos parametros, siendo estadisticamente
diferentes al grupo C, CRES y OM (Fig. 8).
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Figura 8. Caracteristicas corporales maternas al final de la lactancia. A) Peso corporal, B)
Tejido Adiposo Total y C) indice de Adiposidad. Media + EE, n=6-8. Grupos que no comparten
la misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).

7.2. Variables metabodlicas maternas al final de la lactancia

Las concentraciones de colesterol en suero fueron similares entre los grupos
de estudio (Fig. 9A). Se observo incremento en la concentraciébn en suero de
triglicéridos y de leptina en las madres del grupo OM, comparadas con las del grupo
C. La concentracion de triglicéridos en el grupo OMRES fue similar al grupo OM y
C (Fig. 9B); el resveratrol disminuy6 la concentracion en suero de leptina, siendo
similares a la del grupo C (Fig. 9C). No se observaron cambios en el grupo CRES

ocasionados por la suplementacion con resveratrol.

A

=
m
-

70 c

(=3
—
=]
o

G0

Oy
@ o M
o o o

50
40
30

G0 a

40

o
Leptina (ng/mL)
s5]

20

Colesterol (mg/dL)
Triglicéridos (mg/fdL)

10 20 1

C CRES OM OMRES C CRES OM OMRES C CRES OM OMRES
Figura 9. Concentraciones en suero de A) Colesterol (mg/dL), B) Triglicéridos (mg/dL) y C)
Leptina (ng/mL). Media + EE, n=6-8. Grupos que no comparten la misma letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05).
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7.3. Ingesta de alimento materna durante la lactancia

La ingesta de alimento en FO no se vio afectada por la suplementacion con
resveratrol ya que no se observaron diferencias significativas entre la ingesta del
grupo C y CRES ni entre los grupos OM y OMRES (Fig. 10A). A pesar de que la
ingesta de alimento fue menor en los grupos alimentados con dieta alta en grasa, la
ingesta calorica es igual entre los grupos de estudio al no observarse diferencias

significativas (Fig.10B).
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Figura 10. Ingesta de las hembras FO durante la lactancia. A) Ingesta de alimento (g/100g
de peso corporal/dia) y B) Ingesta calérica (kcal/dia). Media = EE, n=6-8. (*) diferencia
significativa entre C vs OM y CRES vs OMRES, p<0.05.
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7.4. Pardmetros morfométricos de las crias alos 130 DPN

Los descendientes machos y hembras del grupo de obesidad materna
presentaron incremento en el peso corporal, tejido adiposo total e indice de
adiposidad, en contraste con el grupo C (Fig. 11). Las crias macho de madres que
fueron intervenidas con resveratrol, grupo OMRES, mostraron menor peso corporal,
siendo similar al grupo C y CRES; asi como, reduccion en la grasa total e indice de
adiposidad (Fig. 11A, By C).

En las hembras, la suplementacién materna con resveratrol previno en F1 el
incremento en el peso corporal y redujo la grasa total, pese a no observarse cambios
en el indice de adiposidad (Fig. 11D, E y F).
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Figura 11. Caracteristicas morfométricas de las crias macho y hembra a los 130 DPN. Se
muestra A y D) Peso corporal, B y E) Tejido Adiposo Total y C y F) Indice de Adiposidad. Media
+ EE, n=6-8, grupos que no comparten la misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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7.5. Variables metabélicas de las crias alos 130 DPN

Las concentraciones en suero de triglicéridos y de leptina se encontraron
elevadas en el grupo OM en comparacion con los descendientes del grupo C para
ambos sexos. No se observaron cambios en las concentraciones en suero de
colesterol (Fig. 12).

En los descendientes machos y hembras del grupo OMRES se previno el
incremento en la concentracion de triglicéridos en suero, las cuales llegaron a ser
iguales a las del grupo C y CRES (Fig. 12B y E). En el grupo OMRES, la intervencion
con resveratrol solo previno el incremento en las concentraciones de leptina en
suero de machos, mientras que en las hembras la intervencién materna evité un
aumento en este parametro, el cual no es diferente del grupo OM y es similar al
grupo C y CRES (Fig. 12C vy F).
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Figura 12. Concentraciones en suero de A y D) Colesterol (mg/dL), B y E) Triglicéridos (mg/dL)

y Cy F) Leptina (ng/mL). Media + EE, n=6-8, grupos que no comparten la misma letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05).

49



En ambos sexos, también se observo incremento en la concentracion en
suero de insulina y aumento del indice de resistencia a la insulina en el grupo OM
en comparacion con los descendientes del grupo C, a pesar de no encontrarse
cambios en las concentraciones en suero de glucosa en ninguno de los grupos (Fig.
13).

No obstante, tanto en crias macho como en hembras del grupo OMRES, la
suplementacién materna con resveratrol previno el incremento en la concentracion
de insulina en suero y por tanto en el indice de resistencia a la insulina (Fig. 13B, C,
E y F). No se observaron cambios en el grupo CRES ocasionados por la intervencion

materna con resveratrol.
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Figural3. Concentraciones en suero de A 'y D) Glucosa (mg/dL), B'y E) Insulina (ng/mL) y Cy
F) IRI (Indice de Resistencia a la Insulina). Media + EE, n=6-8, grupos que no comparten la
misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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7.6. Tamafio del adipocito en las crias a los 130 DPN

Tanto en crias macho como en hembras, observamos mayor dispersion en
los datos del tamafio del adipocito en el grupo OM en comparacion con los
descendientes del grupo C, en donde se observa menor dispersion (Fig. 14A y D).
Ademas, en las crias del grupo OM de ambos sexos también podemos observar
que el tamafo del adipocito, en cuanto a la media (Fig.14A y D) y la mediana
(Fig.14B y E), fue significativamente mayor con respecto al grupo C, diferencia que
podemos observar en la microfotografia representativa (Fig. 14C y F). Cabe sefialar
gue tanto la media como la mediana del tamafio del adipocito es mayor en machos
gue en hembras, a pesar de ser las hembras las que presentan adipocitos grandes

de mayor tamafio en comparacion con los machos.

La intervencion con resveratrol en madres obesas tuvo un efecto benéfico en
el tamafo del adipocito de las crias machos y hembras, ya que en los grupos
OMRES observamos que los datos de tamafio del adipocito son menos dispersos y
la media (Fig.14A y D) y mediana (Fig.14B y E) del adipocito disminuye, llegando a
ser, todas estas caracteristicas, iguales a las de su respectivo grupo C. Los cambios
en el tamafno de las células adiposas del grupo OMRES vy su similitud en tamafio
con el grupo C pueden ser observadas en la microfotografia representativa (Fig.
14C y F). Finalmente, la intervencion materna con resveratrol no muestra cambios

significativos en el grupo CRES siendo igual al grupo C para ambos sexos.
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Figura 14. Tamafio del adipocito en tejido adiposo retroperitoneal de crias macho y
hembra a 130 DPN. A y D) Dispersion de tamafios del adipocito, la linea roja representa la
media de los datos, B y E) Mediana y rango intercuartilico, los percentiles 10 y 90 representan
las barras de error; n=6, grupos que no comparten la misma letra son estadisticamente
diferentes (p<0.05). C y F) Microfotografias representativas obtenidas a partir de la tinciéon con
hematoxilina-eosina a 20X.
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7.7. Distribucion de tamafio del adipocito de las crias a los 130 DPN

Ademas de las diferencias en el tamafio medio de los adipocitos encontradas
en el analisis anterior, observamos que también existen diferencias significativas
cuando se comparan no soélo los adipocitos de tamafio medio sino también los de
tamafios extremos, pequefios y grandes, mediante el andlisis de la distribucion (Fig.
15).

En ambos sexos se observd que la distribucion acumulada de los
descendientes del grupo OM fue diferente del grupo C (p<0.0001, para ambos
sexos; Fig. 15A y E). La intervencibn materna con resveratrol tuvo un cambio
importante en la distribucién de tamafios en las crias machos y hembras del grupo
OMRES, ya que observamos que la distribucién acumulada de dicho grupo fue
diferente del OM (p<0.0001, para ambos sexos; Fig. 15B y F) pero igual al grupo C
(p=0.4637 en machos y p=0.9393 en hembras; Fig. 15C y G). Se observo diferencia
significativa entre la distribucion del grupo C y CRES (p=0.0089; Fig. 15D) en
machos, mientras que en hembras la distribucién acumulada del grupo CRES no es

estadisticamente diferente del grupo C (p=0.7758; Fig. 15H).
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Figura 15. Distribucién acumulada del tamafio del adipocito en machos y hembras a los
130 DPN.AyE) Cvs OM; By F) OM vs OMRES; Cy G) Cvs OMRES y D y H) C vs CRES. n=
213-400 adipocitos de 6 ratas por grupo. * p<0.05 entre los grupos comparados mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov para distribuciones acumuladas.
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7.8. Caracterizaciéon de la distribucion del tamafio del adipocito de las
crias alos 130 DPN

La figura 16 muestra los histogramas y la funcion de distribucién gamma para
cada grupo experimental en crias machos y hembras. Los puntos de corte de
adipocitos pequefios y grandes fueron definidos por los percentiles 10 y 90,
respectivamente, de la distribucion gamma del grupo C de cada sexo. El valor
calculado fue de 574um? para adipocitos pequefios y 2958 um? para los grandes en
machos del grupo C; y 415um? para los adipocitos pequefios y 2906 ym? para

adipocitos grandes en hembras del grupo C.

A pesar de no tener cambios estadisticamente significativos en el porcentaje
de adipocitos pequefios de ningun grupo experimental en ambos sexos (Tabla 5),
si podemos observar que hay cambios en la proporcion de estos adipocitos en los

grupos OM tanto de hembras como de machos (Fig. 16).

Se observo disminucion de adipocitos pequefios e incremento en los grandes
en machos y hembras descendientes del grupo OM en comparacion con su
respectivo grupo C; cabe destacar que el aumento en la proporcién de adipocitos
grandes fue mayor en machos (39.5%, con un tamafio maximo de ~7600um?) que
en hembras (32%, con un tamafio maximo de ~9500um?) del grupo OM (Fig. 16C y
G; Tabla 5).

La intervencién materna con resveratrol logr6 aumentar la proporcién de
adipocitos pequefos, a pesar de no ser estadisticamente significativo, y disminuir
los adipocitos grandes en las crias OMRES de ambos sexos en comparacion con el
grupo OM, siendo similares a los de su respectivo grupo C (Fig. 16D y H; Tabla 5).
Los cambios observados en la proporcién de adipocitos pequefios y grandes del
grupo CRES, no fueron estadisticamente significativos del grupo C (Fig. 16B y F;
Tabla 5).
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Figura 16. Distribucién del tamafio del adipocito en tejido adiposo retroperitoneal de las
crias macho alos 130 DPN. Los histogramas de frecuencia relativa y la funcién de distribucion
gamma (linea) se representan para cada grupo materno. Las proporciones de adipocitos
pequefios y grandes estan representadas por la regién sombreada debajo de la curva y fueron
definidos por los percentiles 10 y 90 del grupo control, el valor porcentual es representado en la
tabla. n=6, grupos que no comparten la misma letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Tabla 5. Proporcion de adipocitos pequefios y grandes en F1.

C 10% 10%? 10% 10%?
CRES 14% 7%* 11% 8%

OM 4% 39.5%" 4% 32%°

OMRES 14% 13%* 11% 10%*

Los puntos de corte para los adipocitos pequefios y grandes fueron definidos, respectivamente,
por los percentiles 10 y 90 de la distribucién gamma del grupo C para cada sexo y analizados
mediante comparacidn no paramétrica. n=6 ratas por grupo. Datos que no comparten la misma
letra son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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7.9. Expresion de genes reguladores de la adipogénesis en el tejido
adiposo de las crias alos 130 DPN

Como se mencion6 anteriormente, un estudio realizado dentro de nuestro
grupo de investigacion mostro que la amplia dispersién y baja cantidad de adipocitos
pequefios observados en los descendientes machos y hembras de madres obesas
podria ser consecuencia de la expresion disminuida de genes relacionados con la
adipogénesis (Ibafiez-Chavez, 2019). Para evaluar si el efecto observado por la
intervencion con resveratrol en madres obesas sobre el tamafio del adipocito de las
crias se debe a cambios producidos en la expresion de genes relacionados con la
adipogénesis, se evalud en nuestros grupos experimentales la expresion de algunos

de los genes reportados en el estudio previamente mencionado.

Los genes con cambios significativos en machos corresponden a: PPARY,
C/EBPa, LMNA, RB1, CDKN1A, NCOR1 y CREB1 (Tabla 6). Mientras que en
hembras los genes con cambios significativos corresponden a: PPARy, CDKN1A,
MAPK14, CREB1 y DDIT3 (Tabla 7).

Machos

Tabla 6. Expresién génica en tejido adiposo de crias machos a los 130 DPN.

Compromiso
PPARa 1+0.09? 0.85+0.11% 0.61 + 0.08° 1.09 £ 0.142
PPAR® 1+0.18?2 3.2+0.45° 1.43+0.122 1.38 £ 0.162
PPARy 1+0.022 1.25 £ 0.07° 0.76 + 0.03° 1.03 £ 0.092
C/EBPa 1+0.09% 1.27 £ 0.07° 0.79 £0.11° 1.21 +0.092
Diferenciacion temprana
WNT5B 1+0.10? 1.30+0.17°2 0.44 +£0.11° 0.19 £0.11°
LRP5 1+0.092 1.63 +0.07° 0.79 £ 0.102 1.47 +£0.14°
LMNA 1+0.20? 0.82+0.122 0.37 £ 0.06° 0.62 + 0.10%
RB1 1+0.10? 3.76 £ 0.27° 1.94 + 0.25°¢ 3.45+0.10°
CCND1 1+0.10% 1.40 £ 0.152 0.81 +£0.03° 1.24 +0.082
CDKN1A 1+0.15% 1.23 +0.15%° 1.72 +0.14° 3.38 +0.18°
SIRT1 1+0.09? 0.63 + 0.04° 0.62 + 0.04" 0.45 + 0.03°¢
Diferenciacion terminal
VDR 1+0.10? 0.66 + 0.07° 0.37 £ 0.05°¢ 0.47 + 0.05"
NCOR1 1+0.112 0.96 + 0.10? 0.62 + 0.05° 0.87 + 0.092
NR1H3 1+0.06% 1.01 £ 0.07° 0.46 + 0.05° 0.55 + 0.05°
MAPK14 1+0.07 0.98 +0.10 0.73 £ 0.06 0.84 + 0.06
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Media + EE, n=5, grupos que no comparten la misma letra son estadisticamente diferentes

CREB1 1+0.082
JUN 1+0.102
LPL 1+0.152
DDIT3 1+0.072
(p<0.05).
Hembras

0.98 + 0.072
0.84 + 0.05%
0.30 + 0.04
0.72 + 0.08%

0.70 £ 0.03°
0.53 + 0.08°
0.21 +0.02°
0.54 + 0.03°

1.24 +0.10%
0.58 + 0.09"
0.56 + 0.08°
0.68 + 0.09°

Tabla 7. Expresidn génica en tejido adiposo de crias hembras a los 130 DPN.

Gen
Compromiso
PPARa 1+0.08
PPARS& 1+0.072
PPARy 1+ 0.06%°
C/EBPa 1+ 0.09%
Diferenciacion temprana
WNT5B 1+0.10?
LRP5 1+0.10
LMNA 1+0.12%
RB1 1+0.12
CCND1 1+0.072
CDKN1A 1+0.05%
SIRT1 1+0.09%
Diferenciacion terminal
VDR 1+£0.132
NCOR1 1+0.10
NR1H3 1+0.11%
MAPK14 1+0.10%
CREB1 1+ 0.09%
JUN 1+0.12%
LPL 1+0.16
DDIT3 1+0.08%

Media + EE, n=5, grupos que no comparten la misma letra son estadisticamente diferentes

(p<0.05).

A continuacion, se detallan y muestran graficamente los resultados de los

genes que presentaron significancia estadistica tanto en machos como en hembras.

0.94 +£0.09
0.46 + 0.09°
1.20 £ 0.11°
1.19 + 0.092

1.30+0.17°
1.02+0.10
1.10+£0.072
1.00+0.10
1.06 + 0.11°
1.43 +0.11°2
1.07 £ 0.11°

1.52 + 0.07°
1.12+0.10
0.74 + 0.08?2
0.75+0.082
0.69 = 0.10%
1.18 + 0.05%
0.88+£0.18
1.02 + 0.072°
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0.73+0.11
0.45+0.11°
0.69 + 0.09°
0.89 £ 0.07%¢

0.44 +0.11°
0.85 + 0.06
1.16 + 0.082
0.80 + 0.07
0.64 + 0.06°
1.87 £+ 0.15°
1.04 + 0.12%

2.16 + 0.16°
1.02 £ 0.08
0.77 + 0.092
1.38+0.16°
1.48 + 0.21°
1.10 £ 0.072
0.85+0.18
1.26 + 0.14°

0.94+£0.11

0.31 £ 0.07°
1.09 + 0.082
0.89 + 0.05P¢

0.19 £ 0.11°
0.83 +0.06
0.60 + 0.12°
0.76 + 0.06
0.56 + 0.05°
1.03 + 0.06*
0.52 + 0.08°

2.79 £ 0.14¢
1.29+0.11
1.28 +0.12°
1.09 £ 0.23%
0.83 +£0.122
0.71 + 0.06°
0.80 £ 0.09
0.73 £ 0.05?



En machos, PPARy y C/EBPa, genes maestros de la adipogénesis, se
encontraron disminuidos en su expresion en el grupo OM, respecto al grupo C. En
los descendientes del grupo OMRES, se observdo aumento en la expresion de
ambos genes, siendo estadisticamente iguales al grupo C. El grupo CRES no fue
estadisticamente diferente del grupo C (Fig. 17Ay B).

En el caso de las hembras, solo la expresion de PPARy se encontrd
disminuida en el grupo OM en comparaciéon con el grupo C. En el grupo OMRES,
se observO aumento en la expresidn de este gen, en comparacion con las
descendientes del grupo OM (Fig. 17C). Finalmente, no se observaron cambios en
la expresion C/EBPa entre los grupos C y OM, ni tampoco cambios con la

intervencién con resveratrol en el grupo CRES (Fig. 17D).
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Figura 17. Genes reguladores de la adipogénesis en tejido adiposo retroperitoneal de
crias macho y hembra a los 130 DPN. Concentracién relativa del mMRNA de los genes Ay
C) PPARyy By D) C/EBPa. n=5, grupos que no comparten la misma letra son estadisticamente
diferentes (p<0.05).
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En crias machos, tanto RB1 como CDKN1A se encontraron expresados en
mayor proporcion en el grupo OM en comparacion con el grupo C. Las crias del
grupo OMRES mostraron mayor expresion de estos genes siendo diferentes del
grupo Cy OM (Fig. 18A y B). El resveratrol increment6 la expresién de RB1 en los
descendientes del grupo CRES en comparacién con el grupo C (Fig.18A). Por otra
parte, la expresion de LMNA se encontré disminuida significativamente en el grupo
OM en comparacion con el grupo C; la intervencion con resveratrol mostré un
incremento en la expresion de este gen en el grupo OMRES, a pesar de no ser
estadisticamente diferente del grupo C y OM (Fig.18C). Mientras que, en hembras
el gen CDKN1A se encontr6 elevado en las crias del grupo OM con respecto al
grupo C. La intervencién materna con resveratrol en madres obesas ocasiond una
disminucién en la expresion de CDKN1A en el tejido adiposo en las crias del grupo
OMRES en comparacion con las crias del grupo OM y siendo similar al grupo C
(Fig. 18E). La expresion de RB1 no mostré cambios significativos entre los grupos
de estudio (Fig. 18D), mientras que el gen LMNA se observé disminuido en el grupo

OMRES y sin cambios en los grupos restantes (Fig. 18F).
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Figura 18. Genes reguladores de la adipogénesis en tejido adiposo retroperitoneal de

crias macho y hembra a los 130 DPN. Concentracién relativa del mMRNA de los genes Ay
D) Rbl, By E) CDKN1A y C y F) LMNA. n=5, grupos que no comparten la misma letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05).
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Asi mismo, en machos NCOR1 y CREB1 presentaron expresion disminuida
en el grupo OM en comparacion con el grupo C. En los descendientes del grupo
OMRES se observO aumento en la expresion de estos genes, siendo
estadisticamente iguales al grupo C (Fig. 19B). DDIT3 disminuyd su expresion en
los descendientes de madres obesas, sin embargo, la intervencion materna no logré
ningun cambio significativo en el grupo OMRES (Fig. 19C). No se observaron
cambios significativos en la expresion de MAPK14 entre los grupos de estudio (Fig.
19A).

Por su parte, en hembra MAPK14, CREB1 y DDIT3 presentaron mayor
expresion en el grupo OM en comparacién con el grupo C. Tras la intervencion
materna, las crias del grupo OMRES muestran disminucion significativa, con
respecto al grupo OM, en la expresiéon de los 3 genes analizados y esta logra ser
estadisticamente igual al grupo C (Fig. 19). NCOR1 no mostré6 ningin cambio
significativo en su expresion en tejido adiposo entre los grupos de estudio.
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Figura 19. Genes reguladores de la adipogénesis en tejido adiposo retroperltoneal de
crias macho alos 130 DPN. Concentracioén relativa del mMRNA de los genes Ay E) NCOR1,
BY F) CREB1, Cy G) DDIT3y Dy H) MAPK14. n=5, grupos que no comparten la misma letra
son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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8. DISCUSION

Fenotipo materno y de los descendientes

La obesidad materna previa y durante la gestacion y lactancia tiene un
profundo impacto a largo plazo tanto sobre la salud de la madre como de la cria, por
lo cual resulta importante estudiar los posibles mecanismos mediante los cuales la
obesidad materna ejerce sus efectos adversos para encontrar modelos de
intervencion eficaces que ayuden a revertir o prevenir dichos efectos en la mujer y
su descendencia. En el presente trabajo se utiliz6 un modelo de obesidad materna
en ratas Wistar para probar los efectos del consumo de dieta alta en grasa y de la
intervencidon materna con resveratrol en hembras experimentales FO, sobre la
programacion del desarrollo del tejido adiposo de la descendencia F1 masculina y
femenina. Los resultados obtenidos mostraron que al final de la lactancia, las
hembras experimentales FO que consumieron dieta alta en grasa presentaron
mayor peso corporal, cantidad de tejido adiposo e indice de adiposidad v,
consecuentemente, mayor concentracion de triglicéridos y leptina en suero en
comparacion con las hembras FO que consumieron dieta control. Estos resultados
indican que la dieta experimental fue capaz de producir caracteristicas compatibles
con la obesidad materna en humanos y demuestran la validez del modelo
experimental, ademas de que replican los resultados reportados en estudios previos
realizados dentro de nuestro grupo de trabajo (Bautista et al., 2016, 2017; Castro-
Rodriguez et al., 2020; De Los Santos et al., 2020; Ibafiez et al., 2018; Lomas-Soria
et al., 2018; Rodriguez-Gonzélez et al., 2019; Santos et al., 2015; Zambrano et al.,
2010).

Por otra parte, cuando las hembras FO que consumieron dieta alta en grasa
fueron suplementadas con resveratrol, un mes previo y durante la gestacion y
lactancia, se observé disminucion en la cantidad de grasa total que condujo a la
reduccion del indice de adiposidad, peso corporal y concentracion de triglicéridos
en suero, ademas de mejorar totalmente las concentraciones de leptina. Estos
hallazgos son similares a los reportados en otros estudios y confirman el efecto
positivo del resveratrol en la homeostasis metabodlica materna (Zou et al., 2017). Es
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importante destacar que, los efectos benéficos del resveratrol sobre la adiposidad y
peso corporal no pueden ser atribuidos a una menor ingesta de alimento, ya que
tanto las ratas tratadas con resveratrol como las no tratadas consumieron la misma
cantidad de calorias, independientemente del tipo de dieta. Por lo cual, la reduccién
de la grasa corporal y, eventualmente, la pérdida de peso, ademas de las mejoras
en el metabolismo de lipidos inducidas por el resveratrol en nuestras ratas FO
pueden ser atribuidas a la capacidad de este compuesto para inhibir la adipogénesis
y regular el control de la acumulacion de grasa mediante la captacién de &acidos
grasos y la lipogénesis de novo en el tejido adiposo (Alberdi et al., 2011; Gémez-
Zorita et al.,, 2013; Rivera et al., 2009). Sin embargo, dado que el objetivo del
presente estudio no fue el evaluar los efectos directos del tratamiento con
resveratrol sobre el tejido adiposo de las ratas hembra FO, no se llevaron a cabo
mas experimentos para elucidar los mecanismos que conducen a los efectos

observados.

En lo que respecta a las crias, tanto los descendientes machos como
hembras de madres obesas fueron mas pesados, en comparacién con los
descendientes de madres control, con incremento en la grasa corporal e indice de
adiposidad, asi como elevacion en las concentraciones de triglicéridos y leptina en
suero y, a pesar de que los niveles de glucosa no fueron diferentes, los niveles de
insulina también se encontraron elevados, lo que indica la presencia de resistencia
a la insulina. Es importante recordar que estos efectos se observaron aun cuando
las crias fueron alimentadas con dieta control después del destete; en este sentido,
la composicién de la dieta materna juega un papel muy importante. De acuerdo con
nuestros resultados, a pesar de que la ingesta de alimento materna fue menor en
las ratas que fueron alimentadas con dieta alta en grasa que en las ratas
alimentadas con dieta control, ambos grupos consumieron el mismo numero de
calorias. Esto concuerda con reportes previos en ratas (Mitra et al., 2009; Page et
al., 2009; Picchi et al., 2011) y nos sugiere que las alteraciones en el desarrollo de
la descendencia de madres obesas son principalmente consecuencia de la
composicion nutricional de la dieta mas que del alto consumo energético materno.

Por tanto, el fenotipo observado en los descendientes de madres obesas puede ser
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considerado como un efecto Unicamente programado por el estado nutricional y el

metabolismo materno asociado al consumo de dieta alta en grasa en las ratas FO.

Asimismo, observamos que la obesidad materna afecté en mayor medida a
los descendientes machos que a las hembras, dado que los machos experimentaron
un mayor efecto del insulto en parametros como el peso y grasa corporal, asi como
en las concentraciones de leptina e insulina. Nuestros hallazgos son consistentes
con los reportados en estudios previos los cuales describen que existe dimorfismo
sexual en el fenotipo programado por la obesidad materna (Fuente-Martin et al.,
2012; Pankey et al.,, 2017; Sun et al.,, 2012; Vega et al., 2015). Parte de estas
diferencias pueden ser mediadas por la accibn de hormonas sexuales y
metabdlicas, el epigenoma o la placenta ante los cambios del estado nutricional
materno. Por ejemplo, la placenta masculina es particularmente vulnerable al dafio
por estados nutricionales adversos y esto puede ser la base de algunos de los
fenotipos metabdlicos observados en la edad adulta (Dearden et al., 2018).

Aunqgue el presente estudio destaca principalmente los efectos programados
por la obesidad materna en los descendientes adultos, es importante sefialar que
los efectos fisiologicos programados pueden originarse desde antes de la
fecundacion (Sasson et al., 2015). De la misma manera, el tipo de dieta que ingiere
la madre durante la lactancia tiene un efecto sobre la composicion y contenido de
acidos grasos de la leche que consume la cria (Bautista et al., 2016), contribuyendo
de esta manera a la predisposicion a la obesidad en la edad adulta. Por tanto, para
prevenir de manera efectiva los efectos de la obesidad materna tanto en la madre
como en la cria, la mejor intervencién indudablemente sera aquella que inicie antes

de la edad reproductiva y permanezca durante el embarazo y la lactancia.

En lo que respecta a la intervencion materna, la suplementacion con
resveratrol ademas de tener efectos benéficos en morfologia y metabolismo de las
madres obesas también tuvo efectos positivos en la morfologia y metabolismo de
los descendientes; sin embargo, dichos efectos también fueron dependientes del
sexo. Es decir, observamos que las crias machos de madres obesas suplementadas

con resveratrol fueron menos pesadas y tuvieron menor cantidad de grasa corporal
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e indice de adiposidad en comparacion con los descendientes de madres obesas
gue no fueron suplementadas con resveratrol, mientras que en las crias hembras el
aumento en el peso corporal se previno y la grasa total se redujo, pese a no
observarse cambios en el indice de adiposidad. Si bien, en ambos sexos se previno
el incremento en la concentracion de triglicéridos en suero, asi como en la
concentracion de insulina y por tanto en el indice de resistencia a la insulina,
llegando a ser todos estos parametros iguales a los de las crias de los grupos C, el
consumo de resveratrol materno solo previno el incremento en las concentraciones
de leptina en suero de las crias machos, mientras que en las hembras la
intervencidn materna evitdé un aumento en este parametro, el cual no es diferente
del grupo OM y es similar al grupo C. Estos hallazgos indican que el resveratrol
consumido por las madres podria tener efectos potenciales sobre el tejido adiposo
de la descendencia.

Los efectos benéficos del consumo materno de resveratrol sobre las
alteraciones metabdlicas programadas por la obesidad materna en la descendencia
pueden ser atribuidos tanto a sus efectos observados sobre el metabolismo materno
como a sus efectos directos sobre el feto. Es decir, de acuerdo con los resultados
observados en las hembras FO, la intervencion con resveratrol, si bien no logra
revertir totalmente los efectos adversos de la obesidad inducida por el consumo de
dieta alta en grasa, es capaz de mejorar el metabolismo materno lo cual puede
conducir a cambios importantes en el ambiente nutricional intrauterino y postnatal
temprano, y por tanto prevenir la mala programacion en la descendencia. Por otra
parte, se ha descrito que el resveratrol puede atravesar la placenta y afectar al feto
directamente (Bourque et al., 2012), disminuyendo de esta manera la inflamacién
placentaria y los niveles elevados de estrés oxidante embrionarios, debido a sus
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes; ademas de actuar como un
modulador epigénetico en pronucleos cigoticos, lo que conduce a un mejor
desarrollo embrionario (Hsu et al., 2020). La leche materna puede ser otra de las
vias por las cuales el resveratrol puede actuar directamente sobre la cria, sin
embargo, no existen reportes que informen si el resveratrol puede ser transportado

en la leche materna.
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Adiposidad y caracterizacion del tamafio del adipocito de los descendientes

Nuestros resultados sugieren que la obesidad materna programa mayor
acumulacion de grasa visceral en las crias a la edad de adulto joven de forma
dependiente del sexo, siendo mayor la cantidad de grasa total acumulada en
machos que en hembras. Estos hallazgos son consistentes con los reportados en
estudios previos de obesidad materna en roedores que sefalan que los machos son
mas susceptibles a cambios en la adiposidad y peso corporal (Dearden et al., 2018).
Se ha descrito que, el crecimiento masculino es mas sensible a los entornos
prenatales alterados que el crecimiento femenino, independientemente del tipo de
estrés prenatal. Adicionalmente, la evidencia de datos epidemioldgicos muestra que
el IMC materno afecta el peso al nacer de los hombres mas que el de las mujeres 'y
gue se ven mas afectados por la suplementacién de nutrientes de la madre durante

la gestacion (Pankey et al., 2017).

Los tejidos adiposos masculino y femenino son sexualmente dimorficos,
existen claras diferencias en su cantidad, distribucion y capacidad metabdlica.
Independientemente del IMC, las mujeres suelen tener un 10% mas de grasa
corporal y tienden a acumular mayor cantidad de tejido adiposo subcutaneo en
comparacion con los hombres, quienes acumulan significativamente mayor cantidad
de grasa visceral (Fuente-Martin et al., 2013). Parte de estas diferencias pueden ser
asociadas al genotipo del individuo, ya que se ha descrito que el nimero de
cromosomas X tiene efectos importantes sobre el peso corporal, la adiposidad y la
susceptibilidad a enfermedades metabdlicas (Chen et al., 2013). Sin embargo, la
mayoria de estas diferencias son atribuidas a los efectos de las hormonas sexuales.
Se ha sugerido ampliamente que el estrégeno protege contra la obesidad al modular
la expansion, distribucién, inflamacion y fibrosis del tejido adiposo a través de la
expresion de receptores de estrogenos (Davis et al., 2013). Por otra parte, tanto el
tamafo como el numero de adipocitos también puede contribuir a las diferencias
sexuales observadas en la distribucion de grasa (Karastergiou et al., 2012), por lo
cual el estudio de la morfologia y metabolismo de los adipocitos, asi como de su

capacidad de proliferacion y diferenciacién podria ayudar a una mejor comprensiéon
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de los factores que influyen en la programacién de la expansion del tejido adiposo
especifica por sexo, asi como de los efectos del consumo materno de resveratrol

sobre este tejido.

El analisis histologico realizado al tejido adiposo retroperitoneal de los
descendientes mostré una amplia heterogeneidad y dispersién, asi como aumento
en la media del tamafio de los adipocitos de las crias del grupo OM de ambos sexos
en comparacion con su respectivo grupo C, en donde se observé menor dispersion.
La intervencion materna con resveratrol logré que los descendientes de madres
obesas, tanto machos como hembras, presentaran menor dispersion en los datos
de tamafo del adipocito en la edad adulta y que ademas esta dispersion, asi como
la media del tamafio fueran mas parecidas a las del grupo C. Sin embargo, a causa
de la alta heterogeneidad en los datos, la comparacion de la media del tamafio
resulta un enfoque un tanto incorrecto que debe usarse con precaucién para evaluar
la morfologia de las células del tejido adiposo (Ibafiez et al., 2018). En este aspecto,
el valor de la mediana resulta ser un dato mas representativo que no se ve afectado
por la dispersion. De acuerdo con nuestros resultados, la mediana del tamafio de
los adipocitos en los descendientes F1 del grupo OM, en ambos sexos, fue
significativamente mayor con respecto a su grupo C. La intervencién con resveratrol
durante la gestacion y lactancia en madres obesas previno el aumento en la
mediana del tamafio en las crias en ambos sexos, siendo estadisticamente igual a
la del grupo C, revirtiendo de esta manera los efectos programados por la obesidad

materna en términos de la mediana del tamafio del adipocito.

Por otra parte, la comparacién de las distribuciones acumuladas de los
grupos de estudio nos permitié realizar un analisis mas completo no solo en
términos de los adipocitos cercanos a la mediana del tamafio, sino también de
aguellos que se encuentran en los extremos de la distribucion (correspondiendo a
adipocitos pequefios y grandes) y que son eliminados estadisticamente del analisis
de la mediana pero que tiene una contribucion importante en la distribucion de
tamafos. En relacion con esto, la comparacion de las distribuciones acumuladas de

los grupos C y OM, tanto de machos como de hembras, demuestra que existen
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diferencias mas marcadas en el extremo de la distribucion correspondiente a la
region de adipocitos grandes. La intervencidn materna con resveratrol muestra un
efecto contundente en la distribucion del tamafio de los adipocitos en los
descendientes de ambos sexos, ya que logra prevenir el aumento en el tamafio de
tal manera que las crias de madres obesas intervenidas presentan adipocitos
practicamente del mismo tamafio que los de las crias del grupo control; ademas, se
observan cambios importantes en los extremos de la distribucion acumulada, los

cuales son mas marcados en el caso de las hembras.

Dentro de nuestro grupo de investigacion se ha propuesto estimar la
distribucion del tamafio de los adipocitos bajo el supuesto de la distribucién gamma
y asi evaluar los valores extremos de tamafios que no pueden ser estudiados
mediante la comparacion de las medianas (lbafiez et al., 2018). De acuerdo con el
ajuste realizado, se observé que en los machos y hembras descendientes de
madres control la distribucion gamma del tamafio del adipocito fue asimétrica y
sesgada a la izquierda, es decir que, la mayoria de los datos se concentraron en la
region de los adipocitos pequefios (asociados con una morfologia hiperplasica) y
posteriormente se distribuyeron en un amplio rango de tamafios finalizando en una
cola corta, la cual representa una baja proporcion de adipocitos grandes (asociados
con una morfologia hipertréfica) con un tamafio maximo de 4906 pm? en machos y
5456 um? en hembras. Por otro lado, en los descendientes de madres obesas, tanto
en machos como en hembras, se observd una mayor dispersion, denotada por el
aplanamiento de la curva, y una cola méas alargada hacia valores mas grandes de
tamafio. Asi mismo, tanto la forma como la amplitud de la distribucién se vieron
modificadas por la obesidad materna, lo que en consecuencia origino diferencias en
las proporciones de adipocitos pequefios y grandes. Los adipocitos pequefios
representaron el 4% del total de adipocitos en los descendientes de ambos sexos,
lo que indica que la obesidad materna disminuy0 la tasa de adipocitos pequefios
independientemente del sexo de los descendientes; mientras que, el porcentaje de
adipocitos grandes fue mayor en ambos sexos, 39.5% en machos y 32% en
hembras, en comparacion con los descendientes de madres control. Cabe destacar

que a pesar de que la proporcion de adipocitos grandes es mayor en machos que
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en hembras, la hipertrofia de los adipocitos es mas acentuada en las hembras ya
que llegan a alcanzar adipocitos de mayor tamafio (9492 um?) en comparaciéon con
los machos (7599 pum?), lo cual puede ser un indicativo de las diferencias

programadas en su mecanismo de expansion.

El aumento en la proporcion de adipocitos con hipertrofia explica en gran
medida el hecho de que los descendientes de madres obesas presenten
hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia y mayor indice de resistencia a la insulina a
pesar de haber sido destetados y alimentados con dieta control durante toda su vida
experimental. Asi mismo, se ha demostrado que los adipocitos con hipertrofia tienen
una expresion y secrecion anormal de adipocinas (Skurk et al., 2007), por lo cual el
aumento en la proporcion de adipocitos grandes puede estar asociado con la
hiperleptinemia observada tanto en machos como en hembras, la cual ademas
parece estar relacionada de manera mas especifica con la amplitud de la
distribucién que con el tamafio maximo alcanzado, ya que son los machos los que
presentan mayor proporcion de adipocitos grandes y mayores concentraciones de
leptina en suero en comparacion con las hembras, que tienden a presentar

adipocitos de mayor tamario.

Por otra parte, la suplementacién materna con resveratrol logré que tanto la
forma como amplitud de la distribucion del tamafio de los adipocitos de las crias del
grupo OMRES se recuperara y fuera similar a la del grupo C e incluso similar a la
del grupo CRES, en el cual la distribucién de tamafio y proporcion de adipocitos
pequefios y grandes no se vio afectada por la intervencién materna. Por otra parte,
la proporcion de adipocitos pequefios fue mayor en las crias del grupo OMRES
(14% en machos y 11% en hembras) en comparacion con las crias del grupo OM,
lo cual nos habla de un aumento en la hiperplasia de los adipocitos en este grupo;
mientras que, la proporcion de adipocitos grandes disminuyd notablemente,
representando el 13% en machos y 10% en hembras y siendo estadisticamente
igual a la de los grupos C y CRES. En los machos, la cola de la distribucion
disminuyé y los adipocitos alcanzaron un tamafio maximo de 6724 pm?; mientras

qgue, en las hembras la cola de la distribucién se acorta con un tamafio maximo de
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5320 um?, alcanzando valores de tamafio similares al control. Con base en estos
resultados podemos destacar que el resveratrol consumido por la madre obesa tiene
un efecto importante en la disminucion del tamafio de los adipocitos de sus crias,
en hembras logrando evitar totalmente el aumento en el tamafio maximo, lo que
considerablemente contribuye a la reduccion en la adiposidad y peso corporal. Asi
mismo, los cambios en la disminucién del tamafio de los adipocitos ocasionados por
la intervencidn materna con resveratrol se asocian con la diminucion en las
concentraciones en suero de triglicéridos e insulina, asi como del indice de
resistencia a la insulina. El aumento en las concentraciones de leptina en suero se
previene totalmente en machos, mientras que en hembras solo se observa una

mejora parcial.

En un estudio llevado a cabo en sujetos obesos suplementados con una dosis
de 150 mg de resveratrol al dia durante un periodo de 30 dias se reporté que el
resveratrol logré disminuir significativamente el tamafio de los adipocitos, logrando
una menor proporcidn de adipocitos grandes y extremadamente grandes y
aumentando la proporcién de adipocitos pequefios (Konings et al., 2014). Por otra
parte, en ratas alimentadas con dieta obesogénica se ha observado que el
tratamiento con una dosis de resveratrol de 30 mg/ kg de peso corporal/ dia después
de 6 semanas muestra una reduccién significativa en el tamafio del tejido adiposo
de diferentes localizaciones anatomicas (Alberdi et al., 2011). Sin embargo, en el
presente trabajo hemos observado que el resveratrol también disminuye el tamafio
de los adipocitos aun cuando este compuesto no es ingerido de manera directa por
la cria. Nuestros resultados son consistentes con los reportados por otros autores
gue sefalan que en crias macho de madres obesas el resveratrol logra una
reduccion en el tamafio del adipocito de diferentes localizaciones anatdomicas (Liu
et al., 2020; Zou et al., 2017). Adicionalmente, nuestros resultados muestran que
las crias hembras también se ven beneficiadas por el consumo materno de

resveratrol previniendo totalmente el aumento en el tamafo de los adipocitos.
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Expresion de genes adipogénicos en el tejido adiposo de los descendientes

Los efectos observados en la distribucién del tamafio de los adipocitos,
programados tanto por la obesidad materna como por el consumo de resveratrol,
pueden ser explicados por defectos en los procesos de proliferacion y/o compromiso
y diferenciacion temprana de nuevos adipocitos (Ibafiez-Chavez, 2019), por lo cual
los cambios que ocurren en la expresion génica del tejido adiposo podrian ayudar a
dilucidar un mecanismo que explique los resultados observados. En el presente
trabajo, del total de genes analizados observamos que, la expresion de 9 de ellos
(los cuales se encontraron diferencialmente expresados en las crias de madres
obesas) fue regulada por el resveratrol consumido por la madre y se describen con

mayor detalle a continuacion.

En lo que respecta a los genes maestro de la adipogénesis, tanto machos
como hembras descendientes de madres obesas mostraron una expresion
disminuida de PPARYy, siendo en hembras el Gnico gen con expresion disminuida
significativamente. La expresién de C/EBPa también se observé a la baja en los
machos, mientras que en hembras no se encontraron diferencias.
Consistentemente con nuestros resultados, otros estudios han reportado que en el
tejido adiposo de ratas descendientes de madres obesas se observa una expresion
persistentemente méas disminuida de PPARYy durante la edad adulta (Lecoutre et al.,
2016, 2018). Dado que PPARy promueve la adipogénesis y el almacenamiento de
lipidos dentro de los adipocitos, la baja expresion de PPARy observada se asocia
con la disfuncién y alteracién de la capacidad de expansion del tejido adiposo
(Corrales et al., 2018). A pesar de que experimentalmente se ha demostrado que la
expresion de PPARy es obligada y suficiente para mantener la adipogénesis
(Farmer, 2006; Rosen & MacDougald, 2006; Siersbaek et al., 2012), durante este
proceso C/EBPa, ademas de participar en la diferenciacion celular, estd implicado
en el control de la transcripcion de muchos otros genes involucrados en el
metabolismo, por lo que es considerado un regulador central del metabolismo
energético (Yang et al., 2005); en consecuencia, las células deficientes en C/EBPa

suelen ser resistentes a la insulina (Desai et al., 2015). De acuerdo con estos datos,
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la expresion disminuida de PPARy y C/EBPa se asocia con la disminucién en la
diferenciacion de adipocitos y con el incremento en la resistencia a la insulina en los

descendientes de madres obesas.

Con la intervencién materna con resveratrol observamos que la expresion de
PPARYy, tanto en machos como en hembras del grupo OMRES, y de C/EBPq, en el
caso de los machos OMRES, se encontraron a la alta en el tejido adiposo de los
descendientes a la edad de adulto joven. Nuestros resultados, en cuanto a la
expresion de PPARYy, son consistentes con los reportados por Ros y colaboradores,
quienes evaluaron el efecto de la intervencibn materna con resveratrol,
proporcionada en al agua de bebida de ratas madres obesas a una dosis de 50 mg,
encontrando que la expresion de PPARYy en el tejido adiposo visceral incrementa en
los descendientes de madres alimentadas con dieta alta en grasa (Ros et al., 2020).
A pesar de que el efecto observado se presenta a una dosis mayor a la administrada
por nuestro grupo de trabajo, es importante considerar la cantidad real de agua
consumida por las ratas, de tal forma que la dosis farmacologica que termina

produciendo el efecto observado es menor (Gonzalez-Rodriguez et al., 2015).

De acuerdo con nuestros resultados, el resveratrol logra revertir el efecto
programado por la obesidad materna en la regulacién de los genes maestro de la
adipogénesis al incrementar la expresion de PPARy y C/EBPa en el tejido adiposo
de los descendientes de madres obesas. El incremento en la expresion de dichos
genes por el resveratrol contribuye al aumento en la diferenciacion de nuevos
adipocitos, mismo que podemos ver representado con el aumento en la proporcién
de adipocitos pequefios en las crias del grupo OMRES de ambos sexos. Si bien, en
las hembras no se observaron cambios en la expresion de C/EBPa, el aumento en
la expresion de PPARy fue suficiente para inducir la diferenciacion de nuevos
adipocitos. En consecuencia, el aumento en la proporcion de adipocitos pequefios
incrementa la capacidad del tejido adiposo para almacenar el excedente energeético,
evitando asi la hipertrofia del tejido, y logra mantener el estado metabdlico estable.

Por otra parte, se observo una disminucion en la expresion de NCoR1 en los
machos descendientes de madres obesas, mientras que en las hembras se
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mantuvo sin cambios significativos. En estudios realizados en ratones machos
knockout de NCoR1 especifico de tejido adiposo (Li et al., 2011), la reduccién de
este gen se ha asociado con aumento en la adipogénesis, reduccién en la
inflamacion, mayor sensibilidad a la insulina y cambios en la secrecion de
adipocinas en el tejido adiposo. Por otra parte, en descendientes machos de madres
obesas se ha observado que el fenotipo obeso, consecuencia del incremento en la
hiperplasia de adipocitos de las crias, se asocia con una menor expresion de NCoR1
(Desai et al., 2015). Estos efectos son atribuidos principalmente a la desrepresion
de PPARYy. En tejido adiposo, la funcidon dominante de NCoR1 es suprimir la
adipogénesis al inhibir la actividad de PPARy (Korman et al., 2018), por lo que los
roedores con deficiencia o menor expresion de NCoR1 especifico de adipocitos se
vuelven mas obesos. Por el contrario, nuestros datos sugieren que la disminucion
observada en la expresion de PPARY, y por tanto su incapacidad para estimular la
adipogénesis, tanto en machos como en hembras, no es dependiente de la actividad
correpresora de NCoR1, ya que la expresion de este gen también se encontro
disminuida en los machos mientras que en las hembras se mantuvo sin cambios
significativos. La disminucion en la expresién de este correpresor, en el caso de los
machos, podria deberse a su vez a la baja expresion de PPARy programada por la
obesidad materna. Efectos dependientes del sexo en la expresion de NCoR1 no

han sido descritos en la literatura.

Con la intervencion, la expresion de este gen en los descendientes macho de
madres obesas que consumieron resveratrol aumenté y fue igual a la del grupo C.
En las hembras, la intervencion materna con resveratrol no produjo ningiin cambio.
Se ha descrito que el resveratrol puede activar indirectamente a NCoR1 mediante
la activacion de Sirt1 y asi influir en la actividad transcripcional de PPARYy (Shakibaei
et al., 2012). Sin embargo, de acuerdo con nuestros resultados el aumento
observado en la expresion de NCoR1 en los descendientes macho de madres
obesas tratadas con resveratrol no estuvo mediado por Sirtl, ya que no se
observaron cambios en la expresion de este gen en respuesta a la obesidad
materna ni al efecto de la intervencion con resveratrol. Por tanto, en el presente

estudio el aumento en la expresion de NCoR1 podria ser consecuencia del aumento
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en la expresion de PPARYy, y no a un efecto directo del resveratrol sobre este gen,

con el fin de regular su expresion.

Adicionalmente, en los machos descendientes de madres obesas se observo
expresion disminuida de LMNA, CREB1 y DDIT3. En contraste con los machos,
tanto CREB1 como DDIT3 se expresaron a la alta en las hembras descendientes
de madres obesas, mientras que la expresion del LMNA permanecio sin cambios.
Actualmente no existe suficiente informacién en la literatura sobre la expresion de
dichos genes en descendientes de madres obesas. Sin embargo, tanto en modelos
in vitro, empleando células de tejido adiposo humano, como en modelos animales
en ratones knockout se ha observado que en condiciones de obesidad existe mayor
expresion génica de DDIT3, LMNA y CREBL1 en el tejido adiposo (Han et al., 2013;
Qietal., 2009; Sanchez et al., 2015). Durante la adipogénesis, LMNA funciona como
andamiaje para el ensamblaje de otras proteinas y se ha observado que su
expresién aumenta con la diferenciacion de adipocitos (Lelliott et al., 2002; Miranda
et al., 2008); CREBLI1 regula la transcripcién de genes especificos que participan en
el metabolismo de lipidos (Kim et al., 2010; Qi et al., 2009); mientras que, DDIT3 es
un regulador importante que controla la fase de expansion clonal de los
preadipocitos al funcionar como un inhibidor transcripcional (Batchvarova et al.,
1995; Fabre et al., 2012). Ademas, la expresion alterada de dichos genes se asocia
con una mayor susceptibilidad al desarrollo de sindrome metabdlico, metabolismo
lipidico alterado y resistencia a la insulina (Han et al.,, 2013; Qi et al., 2009;
Rodriguez-Acebes et al., 2010; Sanchez et al., 2015).

Por su parte, la intervencion materna con resveratrol provocé un aumento en
la expresion de los genes anteriormente sefialados (LMNA, CREB1 y DDIT3) en el
tejido adiposo de las crias macho del grupo OM a la edad de adulto joven. Mientras
gue en hembras descendientes de madres obesas que fueron intervenidas con
resveratrol, tanto CREB1 como DDIT3 mostraron expresion disminuida logrando ser
igual a la del grupo C. Si bien, la expresion de LMNA en hembras OM no fue
diferente del C, en las descendientes de madres obesas intervenidas con resveratrol

si se observé disminucién en su expresion. Estos resultados revelan que los efectos
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moleculares del resveratrol son dependientes de los procesos de programacion
determinados por la obesidad materna, los cuales a su vez han sido programados
de una manera dependiente del sexo en los descendientes. A través de la
intervencion materna, el resveratrol puede regular la expresién de estos genes,
permitiendo que de esta forma lleven a cabo de manera adecuada la funcion para
la cual estan destinados dentro del proceso adipogénico (permitir el ensamblaje de
otras proteinas, regular la transcripcion de otros genes que participan en el
metabolismo de lipidos o regular la expansion clonal), de esta manera los cambios
en su expresion también pueden asociarse con las mejoras observadas en el

metabolismo lipidico y la resistencia a la insulina.

Asi mismo, en los machos descendientes de madres obesas también se
observo expresion aumentada Unicamente de los genes Rbl y CDKN1A/p21, este
altimo igualmente se encontré expresado a la alta en las hembras hijas de madres
obesas. Tanto Rb1 como CDKN1A/p21 inhiben la progresion del ciclo celular, por lo
cual son considerados reguladores importantes de este proceso. La eliminacién o
reduccion de Rbl y CDKN1A/p21 en roedores se asocia con un fenotipo mas
obesos como resultado del aumento en la hiperplasia de adipocitos (Moreno-
Navarrete et al., 2013; Seong & Ha, 2019). Ambos genes, ademas de participar en
etapas tempranas de la diferenciacién de adipocitos (durante la proliferacién), se
mantienen durante la diferenciacion terminal. En adipocitos maduros, Rbl es
necesario para el mantenimiento de la capacidad adipogénica/lipogénica (Moreno-
Navarrete et al., 2013), efectos que son atribuidos a su capacidad de unirse y
aumentar la actividad de C/EBPB (Hallenborg et al., 2009); mientras que,
CDKN1A/p21 esta implicado en el control del tamafio de los adipocitos y se
encuentra altamente expresado en el tejido adiposo hipertréfico, incluso, se ha
sugerido que su participacion es mas importante durante la hipertrofia de los
adipocitos que durante las etapas tempranas de diferenciacion (Inoue et al., 2008).
En nuestro estudio, el hecho de que Rb1 se haya observado al alza en los machos
descendientes del grupo de obesidad materna se relaciona con la disminucién
observada en la proporcion de adipocitos pequeiios, algunos estudios han

demostrado que la activacion de Rb1 durante la expansion clonal mitética conduce
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a una adipogénesis atenuada (Moreno-Navarrete et al., 2013); sin embargo, dado
gue Rbl también es necesario para el mantenimiento de la capacidad adipogénica
y lipogénica en adipocitos maduros, su expresion elevada sea posiblemente en
respuesta a la baja expresion de PPARYy, al cual regula positivamente, y ante la
necesidad de mantener la capacidad de almacenamiento en el tejido adiposo.
Mientras que, el aumento encontrado en la expresion de CDKN1A/p21 tanto en
machos como en hembras descendientes de madres obesas esta estrechamente
relacionado con el fenotipo hipertréfico observado en el tejido adiposo de ambos
sexos. Adicionalmente, se sabe que C/EBPa induce su expresion y estabilizacion
(Wang et al., 2001), mientras que PPARY lo requiere para mediar tanto la supresion
de la proliferacion como la diferenciacion de células terminales (Mota de Sa et al.,
2017; Zhao et al., 2020), por lo cual-la baja expresion de los genes maestros de la
adipogénesis encontrada en el tejido adiposo de los descendientes en nuestro
estudio resulta insuficiente para controlar la expresion de CDKN1A/p21 y mantener

el control del tamafio de los adipocitos.

Con la intervencidbn materna con resveratrol, las crias macho del grupo
OMRES mostraron mayor expresion tanto de Rb1 como de CDKN1A/p21. Dado que
ambos son genes importantes en la regulacioén del ciclo celular, el aumento en su
expresion ocasionado por el resveratrol en los descendientes puede ser asociado
con el aumento en la capacidad adipogénica y por tanto con la mayor presencia de
adipocitos pequefios. A pesar de que la expresion observada es aun mayor con la
intervencién con resveratrol, una mayor expresion tanto de Rbl como de
CDKN1A/p21 resulta necesaria para mediar la proliferacion y diferenciacion de los
adipocitos dado el aumento en la expresiéon de los genes adipogénicos. En lo que
respecta a las hembras la intervencion materna con resveratrol ocasioné una
disminucién en la expresion de CDKN1A/p21 en el tejido adiposo de las crias del
grupo OMRES, que es similar a la del grupo C. En este caso, dado que en las
hembras descendientes de madres obesas hubo una menor afectacion en la
expresion de genes adipogénicos, la disminucién en p21 pudiera estar mas
enfocada en lograr la reduccion del tamafio de los adipocitos (ya que, al igual que

en los machos, podemos observar que la cantidad de adipocitos con hipertrofia es
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menor en el grupo de descendientes de madres obesas intervenidas con

resveratrol) que en regular la proliferacion de estos.

Adicionalmente, las hembras presentaron aumento en la expresion de
MAPK14, el cual se mantuvo sin cambios en las crias macho. MAPK14 regula
negativamente la adipogénesis a través de la inhibicion de las actividades
transcripcionales de CEBP y PPARy (Aouadi et al., 2006, 2007), y ademas se ha
descrito de MAPK14 fosforila directamente a DDIT3 para bloguear la diferenciacion
de adipocitos (Aouadi et al., 2007; Bost et al., 2005). En modelos animales de
obesidad inducida por dieta y en estudios en humanos en mujeres con obesidad
morbida se ha encontrado una mayor expresion de MAPK14 en el tejido adiposo
(Aouadi et al., 2007; Bashan et al.,, 2007; Bost et al., 2005). Asimismo, se ha
sugerido que el aumento en su expresion puede contribuir a la resistencia a la
insulina en adipocitos (Bashan et al., 2007). En este trabajo, la intervenciéon materna
con resveratrol se asocié con la disminucion en la expresion de MAPK14, lo cual
resulta benéfico en la regulacion transcripcional de PPARy y C/EBPa mejorando de

esta manera la diferenciacion de adipocitos y el fenotipo de resistencia a la insulina.

Con base en los resultados anteriormente descritos, el resveratrol modifico la
expresion de genes maestro de la adipogénesis, genes asociados a la supresion de
genes maestro y genes asociados con el ciclo celular y la diferenciacion terminal en
el tejido adiposo de las crias macho de madres obesas suplementadas con
resveratrol, grupo OMRES, a la edad de adulto joven. Esto condujo a un aumento
en la adipogénesis que se refleja en una mayor proporcion de adipocitos pequefios,
provocando asi la reduccién en el tamafio y proporcion de los adipocitos con
hipertrofia en los machos del grupo OMRES. Sin embargo, a pesar de que hay una
disminucién total en la proporcién de adipocitos hipertrofiados, se observa que tanto
la grasa total como el indice de adiposidad sélo se reducen parcialmente. Esto nos
indica que la reduccion en el tamafio de los adipocitos en los machos OMRES se
debe principalmente al incremento en la capacidad adipogénica lograda por la
intervencién materna con resveratrol dando lugar a la transicibn de obesidad

hipertréfica a obesidad hiperplasica.
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En lo que respecta a las hembras, la suplementacion materna con resveratrol
regulé negativamente genes asociados a la supresion de los genes maestro y a la
diferenciacion terminal en el tejido adiposo de las crias OMRES a la edad de adulto
joven. A pesar de que el efecto observado no indica una mejora en el proceso de
adipogénesis, la regulacion de estos genes tiene un importante efecto en la
diferenciacion terminal y en las mejoras en el fenotipo hipertréfico del tejido adiposo
contribuyendo al cambio hacia una mayor proporcién de adipocitos pequefios. Por
lo tanto, la reduccion en la proporcion de adipocitos grandes, asi como en la grasa
total, y el aumento en la proporcion de adipocitos pequefios, nos indica que el
principal mecanismo por el cual se revierte la hipertrofia del tejido adiposo
programada por la obesidad materna en las crias hembras podria ser a través de la

regulacion de genes asociados a la diferenciacion terminal del adipocito.
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9. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, la obesidad materna programa
mayor acumulacion de tejido adiposo e hipertrofia de los adipocitos en los
descendientes en la edad adulta. Estos efectos son mas pronunciados en machos
gque hembras, lo cual conduce a que parametros como el peso corporal y las
concentraciones de triglicéridos, leptina e insulina sean mayores en este sexo. En
adicion, nuestros datos muestran diferencias entre sexos en la expresion génica del
tejido adiposo retroperitoneal; observandose que, en algunos de los genes
diferencialmente expresados la direccion de cambio se da en el mismo sentido en
ambos sexos y en otros difiere entre sexos o bien, se encuentran diferencialmente
expresados en machos, pero no en hembras. Estos datos nos sugieren mecanismos
de programacion diferentes entre sexos en la disfuncion del tejido adiposo de los

descendientes de madres obesas.

La suplementacion materna con resveratrol antes y durante la gestacion y la
lactancia, logr6 cambios importantes en el tamafio de los adipocitos de los
descendientes de madres obesas al inducir un incremento en la proporcion de
adipocitos pequefios y disminucion en los adipocitos grandes, lo que hizo que la
distribucion de tamafios fuera igual al de las crias control. Sin embargo, a pesar de
estos resultados, en los machos se observa que tanto la grasa total como el peso
corporal sélo se reducen parcialmente; mientras que, en las hembras la reduccién
en la grasa previene el aumento de peso corporal. Este fenotipo se atribuye,
principalmente, a la accion del resveratrol sobre los genes que se encontraron
diferencialmente expresados en el tejido adiposo. En el caso de los machos, la
regulacion de estos genes da lugar al incremento de la capacidad adipogénica
favoreciendo la transicion de obesidad hipertréfica a obesidad hiperplasica;
mientras que, en las hembras la regulacion de estos genes tiene un importante
efecto en la diferenciacion terminal de los adipocitos, que favorece la capacidad
lipogénica del tejido adiposo y contribuye a la disminucion del tamafio de los

adipocitos. Estos datos proporcionan evidencia de que el consumo de resveratrol
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materno durante la gestacion y la lactancia puede revertir los efectos adversos

programados por la obesidad materna.

10.PERSPECTIVAS

Seria de gran utilidad analizar la expresion de genes en precursores de
adipocitos aislados en el tejido adiposo de los descendientes para determinar la
influencia del ambiente intrauterino y del resveratrol sobre la capacidad
proliferativa, especificamente.

Nuestros datos proporcionan evidencia de que el resveratrol puede revertir las
alteraciones metabdlicas y la disfuncion del tejido adiposo programadas por la
obesidad materna. Previamente se ha descrito que, el resveratrol puede
atravesar la placenta y actuar sobre el feto directamente. La leche materna
puede ser otra de las vias por las cuales el resveratrol puede ser transportado y
actuar directamente sobre la cria, sin embargo, no existen reportes que informen
si el resveratrol puede ser transportado en la leche materna. Debido a esto seria
necesario evaluar la presencia de resveratrol o sus principales metabolitos en la
leche materna y en el suero de las crias lactantes para determinar si los efectos
observados se deben a la accion directa del resveratrol o si son atribuidos a sus
efectos sobre el metabolismo materno.

La obesidad materna y la calidad de los nutrientes consumidos durante la
gestacién y lactancia también pueden causar cambios epigenéticos en el
genoma fetal, modificaciones que pueden ser persistentes y tener efectos a largo
plazo sobre la expresion de genes adipogénicos y lipogénicos y que pueden dar
lugar a los efectos de programacion especificos por sexo; asi mismo, el
resveratrol también puede modular importantes dianas epigéneticas. Por lo cual,
seria de gran importancia determinar el impacto del consumo de dieta alta en
grasay de resveratrol en nuestro modelo de obesidad materna sobre las marcas
epigenéticas del tejido adiposo de los descendientes. Esto seria de gran utilidad

para determinar de forma mas especifica los mecanismos del resveratrol.
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