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| RESUMEN

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la obesidad se define como
una acumulacién anormal o excesiva de grasa corporal que promueve un desajuste
tanto en el funcionamiento del tejido adiposo como del metabolismo. Igualmente, los
antecedentes indican que la obesidad puede estar relacionada con el desarrollo de
algunas enfermedades bucales debido a modificaciones en la estructura histolégica de
las glandulas salivales mayores. Anteriormente se han llevado a cabo esfuerzos de
investigacion basica para dilucidar los mecanismos de esta relacion. Sin embargo, se
ha encontrado que las investigaciones previas, generalmente, se han enfocado en
analizar al sexo masculino y en investigar una o dos de las tres glandulas salivales
mayores. Ademas, ninguna de estas investigaciones ha tenido un enfoque hipétesis de
los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad (DOHaD) que determine si la
obesidad paterna o materna pueda o no tener efecto sobre el desarrollo temprano de
las glandulas salivales mayores predisponiendo al individuo a desarrollar alguna
enfermedad oral en algin momento de su vida post-natal.

En el presente trabajo se estandarizo un modelo de obesidad en ratas Wistar hembras
y machos mediante la aplicacion de un paradigma alimentario de 18 semanas;
utilizando una dieta alta en grasas con un 59.5% de aporte caldrico proveniente de
lipidos. Esta estrategia metodoldgica generé hembras obesas que se caracterizaron por
presentar una ganancia del 24% en el peso corporal, un aumento del 2.5% de tejido
adiposo total, hiperglucemia, intolerancia a la glucosa e hiperleptinemia. Igualmente,
generé machos obesos caracterizados por presentar una ganancia del 55% en el peso
corporal, un aumento del 3.6% de tejido adiposo total, hiperglucemia, intolerancia a la
glucosa, hipercolesterolemia e hiperleptinemia. Asimismo, se observo que la obesidad
en hembras desencadend una atrofia del 25% en las glandulas salivales parétidas y
una disminucion del 23.7% en los acinos mucosos presentes en las glandulas salivales
submandibulares. Por otra parte, la obesidad en machos, generd un aumento del 30%
en el nimero de acinos serosos de las glandulas salivales parétidas.

Al mismo tiempo, el analisis del efecto intergeneracional de la obesidad parental, indicé
gue la obesidad materna promueve: un aumento del 9% en el IMC, hiperglucemia e
intolerancia a la glucosa en machos, sin tener un efecto sobre el desarrollo temprano
de las glandulas salivales mayores. Mientras que la obesidad paterna desencadeno una
pérdida de peso corporal del 12% en hembras y del 14% en machos, asi como
intolerancia a la glucosa en estos ultimos. Asimismo, la obesidad paterna produjo un
aumento en el peso de las glandulas parétidas y en el nimero de acinos serosos de
estas glandulas, tanto en hembras como en machos, por lo tanto, solo el efecto de la
obesidad paterna se ve reflejado en la histologia de la glandula salival parétida.
Finalmente, los resultados generados en este trabajo se sirven de antecedente para
acumular evidencias en ciencia basica que puedan aportar al entendimiento de los
procesos patoldgicos asociados a la obesidad en los problemas clinicos de la salud oral
y, por lo tanto, llevar al desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas al
restablecimiento del funcionamiento éptimo de las glandulas salivales en individuos con
sobrepeso y/u obesidad.



Il ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), obesity is defined as an abnormal
or excessive accumulation of body fat that promotes an imbalance in both adipose tissue
function and metabolism. Likewise, history indicates that obesity may be related to the
development of some oral diseases due to modifications in the histological structure of
the major salivary glands. Basic research efforts have previously been undertaken to
elucidate the mechanisms of this relationship. However, it has been found that previous
research has generally focused on analyzing males and investigating one or two of the
three major salivary glands. Furthermore, none of these investigations have had a
DOHaD approach to determine whether or not paternal or maternal obesity may have
an effect on the early development of the major salivary glands predisposing the
individual to develop oral disease at some point in postnatal life.

In the present work, an obesity model was standardized in female and male Wistar rats
by applying an 18-week feeding paradigm; using a high-fat diet with 59.5% of caloric
intake coming from lipids. This methodological strategy generated obese females
characterized by a 24% gain in body weight, a 2.5% increase in total adipose tissue,
hyperglycemia, glucose intolerance and hyperleptinemia. It also produced obese males
characterized by a 55% gain in body weight; a 3.6% increase in total adipose tissue;
hyperglycemia, glucose intolerance, hypercholesterolemia, and hyperleptinemia.

Likewise, it was observed that obesity in females triggered a 25% atrophy in the parotid
salivary glands and a 23.7% decrease in the mucous acini present in the submandibular
salivary glands. On the other hand, obesity in males generated a 30% increase in the
number of serous acini in the parotid salivary glands.

At the same time, the analysis of the intergenerational effect of parental obesity indicated
that maternal obesity promotes: a 9% increase in BMI, hyperglycemia, and glucose
intolerance in males, without having an effect on the early development of the major
salivary glands. Additionally, paternal obesity triggered a 12% body weight loss in
females and 14% in males, as well as glucose intolerance in the latter. Also, paternal
obesity produced an increase in both the weight of the parotid glands and in the number
of serous acini of these glands, in both females and males.

Finally, the results generated in this work serve as a background to accumulate evidence
in basic science that can contribute to the understanding of the pathological processes
associated with obesity in clinical oral health problems and, therefore, lead to the
development of therapeutic strategies aimed at restoring the optimal functioning of the
salivary glands in overweight and/or obese individuals.
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[ INTRODUCCION

3.1 Obesidad

La obesidad, se ha convertido en uno de los principales problemas de salud a nivel
mundial. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la obesidad
se define como una acumulacion anormal o excesiva de grasa, es una enfermedad
sistémica, cronica y multifactorial que involucra a todos los grupos de edad, etnias
y clases sociales. La herramienta usada para diagnosticar esta condicién es el
indice de masa corporal (IMC), un indicador de la relacién entre el peso y la talla,
se calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado de su talla en
metros (kg/m2). La OMS ha categorizado el nivel de peso de una persona de
acuerdo a diferentes rangos del IMC, se estima que un IMC por debajo de 18.5
indica bajo peso, el rango de 18.5-24.9 indica un nivel de peso normal, el sobrepeso
se encuentra en el rango de 25-29.9 y la obesidad en rangos de 30 o mas,
subclasificada de la siguiente manera: obesidad grado | (30 a 34.9), obesidad grado
Il (35 a 39.9) y obesidad grado Il (40 o mas) (OMS, 2021; Huang, Yan, Chen, & Liu,
2016).

3.1.1 Epidemiologia de la obesidad

En México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino 2018
(ENSANUT, 2018), reporté una prevalencia de sobrepeso y obesidad de 75.2%
(39.1% sobrepeso y 36.1% obesidad) en poblacién mayor de 20 afios y del 38.4%
(23.8% sobrepeso y 14.6% obesidad) en poblacion menor a 19 afios. En
comparacion con la ultima encuesta en 2012, tanto hombres como mujeres se han
sumado en el desarrollo de estas enfermedades, siendo las mujeres el grupo de la
poblacion mas afectado (fig.1 y fig.2). Una de las principales caracteristicas en los
individuos con sobrepeso y obesidad es el aumento en el volumen de tejido adiposo.
El aumento excesivo de peso corporal es un proceso gradual a partir de un
desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético; en su origen se involucran
factores genéticos y ambientales que determinan un trastorno metabdlico que
conduce a una excesiva acumulacion de tejido adiposo, sobrepasando los
estandares establecidos de peso corporal segun el género, latallay la edad (Huang,
Yan, Chen, & Liu, 2016).
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Figura 1. Comparacion entre datos de 2012 y 2018 del porcentaje de
poblacion de 20 afios y mas de edad con sobrepeso y obesidad, de acuerdo
a su sexo. Tomada de ENSANUT, 2018.
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Figura 2. Comparacion entre datos de 2012 y 2018 del porcentaje de
poblacion de 19 afios 0 menos de edad con sobrepeso y obesidad, de
acuerdo a su sexo. Tomada de ENSANUT, 2018.
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3.1.2 Repercusiones en la salud

Asimismo, el sobrepeso y la obesidad son condiciones clinicas que aumentan el
riesgo de padecer enfermedades no transmisibles. En diferentes estudios se ha
reportado que la condicion de obesidad esta relacionada al desarrollo de diabetes
mellitus tipo 2 (Storino & Contreras, 2012), desarrollo de higado graso no alcohdlico
(Bellentani et al., 2000), enfermedades cardiovasculares, endocrinas y pulmonares
(Ajani et al., 2004), algunos tipos de cancer (lyengar et al., 2016), trastornos en el
eje hipotalamo-hipdfisis-génada (Chavarro et al., 2012 & Sermondade et al., 2013),
y desarrollo de patologias bucales como enfermedad periodontal y caries (Buduneli
et. al., 2014). Aunado a los problemas de salud que se asocian con la obesidad, el
estudio, diagnostico tratamiento de la obesidad suelen complicarse, debido a que
esta patologia tiene una naturaleza multifactorial que resulta de una combinacion
de factores genéticos, fisioldgicos, conductuales, sociales y ambientales (Unamuno,
et al., 2018). La obesidad no soélo tiene repercusiones en la persona que la padece,
sino también a nivel social, tanto que esta patologia se reconoce actualmente como
uno de los retos mas importantes de la Salud Pudblica a nivel mundial.
Recientemente se han sumado esfuerzos para dilucidar los mecanismos que
subyacen en la obesidad y la relacibn que existe entre ésta y las alteraciones
funcionales en la cavidad oral, ya que son las menos estudiadas. Hasta ahora se
han observado cambios en la microbiota oral derivados de la condicidon obesa,
mismos que se ha planteado puedan ser un derivado de alteraciones funcionales
en las glandulas salivales (Roa & Del Sol, 2018). Por otro lado, también se ha
comenzado a estudiar la obesidad desde un enfoque epigenético, dichos estudios
han permitido evaluar el papel de este tipo de mecanismos en el origen y desarrollo
de la obesidad (Casanello, Krause, Castro, & Uauy, 2016).

3.1.3 Repercusiones en la economia

El aumento en el nimero de personas con un alto indice de masa corporal, esta
colapsando los presupuestos de salud (Secretaria de Economia, 2020), debido al
alto costo de las enfermedades crénicas asociadas al sobrepeso y la obesidad. La
emergencia nacional decretada en México en 2016, ahora se ha convertido en una
emergencia economica. En enero del 2020, durante el seminario “Sobrepeso,
Obesidad y Diabetes: efectos sobre la competitividad del pais” realizado por la
secretaria de economia y la secretaria de salud, se dieron a conocer los resultados
de los estudios de prospeccion de la OCDE, los cuales sugieren que entre el 2020
y el 2050, el pais podria perder 5.3 % del PIB anual como consecuencia de la
epidemia de obesidad, lo que representa una cifra dramatica, ya que el 5.3% del

13



PIB equivalen actualmente en pesos a 1.3 billones de pesos, una cifra superior al
presupuesto asignado a todos los ramos de la administracion en el Presupuesto de
Egresos de la Federacién 2020; esa cifra es superior al presupuesto total
establecido conjuntamente para el ISSSTE y el IMSS (OCDE, 2019 & Secretaria de
Economia, 2020).

3.2 Tejido adiposo

Debido a que la obesidad se define en funcion del aumento del tejido adiposo, es
necesario conocer sus funciones para entender la patologia. El tejido adiposo es un
organo con funciones neuroinmunoendocrinas, es decir que, tiene la capacidad de
ejercer efectos en otros tejidos gracias a la secreciébn de moléculas llamadas
adipocinas, que a su vez pueden tener efectos inflamatorios y participa en la
homeostasis del organismo (Frigolet & Gutiérrez, 2020). Posee una gran plasticidad
y variabilidad funcional que se adapta a la ingesta de nutrientes y al incremento o
disminucién de su volumen, el cual modifica la funcion y el nimero de células que
lo integran (Vega & Rico, 2019). Hasta ahora se ha descrito que existen diferentes
tipos de tejido adiposo, los cuales se pueden clasificar de acuerdo a sus
caracteristicas histologicas en tejido adiposo blanco, pardo y beige, o de acuerdo a
su localizaciéon anatémica, se divide en tejido adiposo subcutaneo y tejido adiposo
visceral (Mohsen, 2010 & Cypess, 2022).

3.2.1 Estructuray funcion fisiolégica

El tejido adiposo es un tipo de tejido conjuntivo especializado, cuyos componentes
celulares principales llamados adipocitos se mantienen unidos mediante fibras
reticulares de colagena tipo Il (Frigolet & Gutiérrez, 2020). Ademas, el tejido
adiposo alberga otras células como fibroblastos, células endoteliales y
macrofagos(Cypess, 2022). Como se mencion6 anteriormente, este tejido se puede
clasificar en tejido adiposo blanco, pardo o beige dependiendo del tipo de adipocitos
que lo forman; asi el tejido adiposo blanco estd formado principalmente por
adipocitos uniloculares; el tejido adiposo pardo presenta principalmente adipocitos
multiloculares que por sus caracteristicas celulares tiene funciones termogénicas
importantes y el tejido adiposo beige esta conformado por adipocitos similares a los
encontrados en el tejidos adiposo pardo, pero estos se acumulan cerca e incluso
mezclados con el tejido adiposo blanco (Vega & Rico, 2019). El tejido adiposo
blanco es el mas abundante, el principal depésito de almacenamiento de grasa en
forma de triacilgliceroles y también funciona como el 6rgano endocrino mas grande
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del cuerpo, secretando adipocinas y citocinas a nivel sistémico (Unamuno et al,
2018). Las adipocinas estan involucradas en varias cascadas de sefalizacion
metabolica y fisiologica que regulan la sefializacion de la insulina, la captacion de
glucosa, la oxidacion de acidos grasos y otros procesos metabdlicos y de
produccion de energia. Las citocinas regulan la inflamacion junto con la
angiogénesis adaptativa y reparadora (Tatsua, Michael, & Rosario, 2021) De
acuerdo a su localizacion anatomica se identifican: el tejido adiposo subcutaneo
(TASC), que se encuentra, como su nhombre lo dice, debajo de la piel de todo el
cuerpo y el tejido adiposo visceral (TAV), que se localiza principalmente en el
mesenterio y epiplon (Frigolet & Gutiérrez, 2020). Existen diferencias anatomicas,
celulares, moleculares y fisiologicas entre estos tipos de tejido. Las principales son
las siguientes: el TAV contiene méas densidad celular y vascular, es decir se
encuentra mas inervado y contiene una mayor cantidad de componentes celulares
inflamatorios e inmunes, los adipocitos que lo componen son uniloculares, pero de
mayor tamafio que los adipocitos del TASC, y metabdlicamente mas activos, debido
a que son mas sensibles a la lipolisis y mas resistentes a la insulina, tienen una
mayor capacidad para generar acidos grasos libres y captar glucosa. Por su parte
el TASC, es mas sensible en la absorcion de acidos grasos libres y triacilgliceroles
circundantes (Mohsen, 2010).

3.2.2 Alteraciones estructurales y metabdlicas en la obesidad

El tejido adiposo juega un papel fundamental en el desarrollo de la obesidad, ya que
al existir un balance energético positivo, el tejido adiposo de sujetos obesos sufre
diferentes procesos de remodelacion celular y estructural para adaptar la ingesta
calorica excesiva incluyendo: la expansion del tejido a través de hiperplasia
(aumento del numero de células) e hipertrofia (aumento del tamafio de las células)
(Qiong et al., 2013), infiltraciébn de células inmunes en el tejido adiposo y de la
remodelacion de la matriz extracelular para permitir la expansion adecuada del
tejido (Ferrante, 2013 & Weisberg et al., 2003). Estas adaptaciones del tejido
adiposo dan lugar al desarrollo del sindrome metabdlico, ya que los adipocitos son
células metabdlicamente activas y secretan un gran numero de adipocinas,
principalmente leptina, involucradas en la regulacién del apetito, funciones
inflamatorias, inmunitarias, regulan la homeostasis de la glucosa, el metabolismo de
los lipidos, la homeostasis cardiovascular y la reproduccion, entre otras importantes
funciones biologicas y fisiolégicas (Unamuno et al., 2018). Los elementos liberados
anormalmente por estas células, ocasionan hiperleptinemia, inflamacion local y
sistémica, predominantemente cuando provienen del tejido adiposo visceral y
pueden afectar diversos 6rganos. Asimismo, diversos reportes apuntan a que la
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obesidad implica un mayor riesgo para el paciente de padecer enfermedades
inflamatorias, metabdlicas, autoinmunes, alérgicas, alteraciones en la cicatrizacion,
patologias orales y cancer (Vega et al., 2021 & Tatsua, Michael, & Rosario, 2021).

3.3 Programacion metabdlica

En las ultimas décadas, se ha demostrado que el desequilibrio de nutrientes en los
primeros afios de vida, desde la concepcidn hasta la infancia, influye en el riesgo de
desarrollar obesidad posterior al nacimiento, lo que sugiere que la obesidad podria
ser el resultado de una "programacion durante el desarrollo” (Marousez, Lesage, &
Eberlé, 2019). Dentro de la gran tarea cientifica en la investigacion de la etiologia
de la obesidad, se ha propuesto la hipétesis de los origenes tempranos de la salud
y la enfermedad (DOHaD), donde se menciona que la exposicidbn a diversas
condiciones ambientales en etapas tempranas de la vida intra y extrauterina
pudieran inducir a cambios en el epigenoma gracias a la plasticidad del desarrollo,
las cuales podrian estar relacionadas con el origen y desarrollo de la obesidad
(Baker, 2007). A este concepto se le ha denominado programacién metabdlica
(Strakovsky et al., 2015). Estudios recientes han permitido evaluar que los cambios
epigenéticos en la vida temprana a causa de una mala nutricion, pueden
permanecer en estado latente hasta que su influencia biol6gica se active mas
adelante en el curso de la vida (Casanello, Krause, Castro, & Uauy, 2016)

3.3.1 Mecanismos de herencia epigenética

Las enfermedades genéticas tradicionales ligadas a mutaciones o corrimientos en
el marco de lectura en el ADN, modifican la secuencia de las bases nitrogenadas
de manera permanente. Los cambios epigenéticos, por el contrario, son
potencialmente reversibles y se refieren a modificaciones en las histonas (proteinas
del nucleosoma asociadas al ADN) y en el ADN mismo, sin cambiar la secuencia de
nucleétidos (Casanello, Krause, Castro, & Uauy, 2016). Las marcas epigenéticas
son potencialmente hereditarias a través del proceso mitético. Sin embargo,
actualmente existen diversos estudios para esclarecer si estas modificaciones
pueden traspasarse de una generacion a otra y mediante qué mecanismos. Las
principales marcas epigenéticas son: la metilacién del ADN que se produce en las
citosinas adyacentes las guaninas (sitios «CpG»), la acetilacion y/o metilacion de
las histonas, asi como la interferencia de la traduccion mediante microARN o ARN
mensajero (MARN). El epigenoma tiene el potencial de ser modificado por la
exposicion a una serie de factores nutricionales y/o ambientales permitiendo la
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adaptacion en un menor tiempo y responder a cambios ambientales de forma mas
dinamica. Investigaciones recientes han establecido una relacion entre las
modificaciones epigenéticas en las histonas y el desarrollo de la obesidad o una
mayor susceptibilidad a desarrollarla (Samuelsson et al., 2008 & Chen et al., 2008).
Los estudios epidemiolégicos mas recientes han demostrado que la exposicion a un
ambiente nutricional suboptimo durante el desarrollo, como resultado de una ingesta
de energia materna excesiva se asocia con un mayor riesgo de obesidad y otras
enfermedades cronicas relacionadas con ella (O'Reilly & Reynolds, 2013, Wilson &
Messaoudi, 2015 & Rodriguez et al., 2019).

3.3.2 Intergeneracionalidad y transgeneracionalidad

Las investigaciones de los efectos a largo plazo, es decir, a través de varias
generaciones (F1 o F2),han contribuido a reforzar la hipétesis sobre los origenes
tempranos de la salud y la enfermedad (DOHaD), concepto que surgio tiempo
después de la programacion fetal (Strakovsky et al., 2015), sugiriendo que el riesgo
de desarrollar o ser propenso a ciertas enfermedades, como la obesidad, podria
estar parcialmente programado por el ambiente perinatal que afecta no solo al feto
(efecto intergeneracional), sino que en el caso de un feto de sexo femenino puede
tener efectos transgeneracionales al marcar a los ovocitos del ovario de la futura
progenie en la segunda generacion. Esta hipétesis sugiere que las exposiciones
ambientales transitorias experimentadas en la vida temprana, pueden tener efectos
permanentes, los cuales se manifiestarian en etapas posteriores de la vida
intrauterina, provocando asi un aumento en el riesgo de padecer enfermedades
cronicas. Los mecanismos precisos que establecen esta memoria en la respuesta
metabdlica aun no estdn absolutamente claros, pero es probable que incluyan
cambios en las trayectorias de maduracion y desarrollo de los tejidos; en la
reprogramacion de células troncales, en la estructura de los tejidos, en el
funcionamiento del sistema endocrino y en la regulacién metabdlica relacionada con
el crecimiento y la maduracion sexual (Hanson & Gluckman, 2014; Casanello,
Krause, Castro, & Uauy, 2016; Barres & Zierath, 2016). Los hallazgos mas
relevantes, que hasta ahora apoyan el rol de la epigenética en la programacion fetal
y su impacto en el desarrollo de enfermedades en la etapa adulta, se han llevado a
cabo principalmente en modelos animales, los cuales han permitido evidenciar el
impacto del entorno nutricional intrauterino en el epigenoma y el fenotipo de la
descendencia.
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3.4 Modelos de obesidad

Los modelos animales han contribuido de manera fundamental a la comprension de
los procesos basicos que regulan nuestro equilibrio energético y con ello la
obesidad. Uno de los modelos animales mas utilizados en investigacion son los
roedores (ratas, ratones, conejos), debido a su facil manejo y mantenimiento.
Asimismo, con el surgimiento del enfoque DOHaD para estudiar el origen temprano
de la obesidad y de las enfermedades relacionadas a esta condicién, se han
utilizado principalmente cuatro tipos diferentes de modelos animales en el estudio
de las bases biologicas, fisioldgicas y genéticas de la obesidad (Speakman, Hambly,
Mitchell, & Elbieta, 2008):

1. Modelos animales que poseen mutaciones monogénicas que han aparecido
de forma espontanea en colonias de roedores en laboratorio.

2. Modelos animales en los que se han inducido mutaciones que promueven un
fenotipo de obesidad.

3. Modelos animales con alteraciones en la expresién génica ligada a la obesidad
en tejidos especificos y ventanas de tiempo determinadas

4. Modelos animales con exposicion a dietas obesogénicas hipercaldricas (altas
en grasas, altas en azlcares o mixtas)

En el desarrollo de las estrategias antes mencionadas, la cepa de ratas Wistar ha
sido ampliamente utilizada dentro del grupo de modelos animales en los que se
utilizan dietas modificadas para inducir una condicion de obesidad. Siendo ademas
una de las cepas de pequefios mamiferos mas utilizada debido a la similitud y
homologia entre su genoma y el de los humanos (Lacroix, Gaudichon, & Martin,
2004; Von Diemen, Neubarth, & Manoel, 2006).

3.5 Relacién de la obesidad con patologias bucales

Diversos estudios muestran que el incremento en la prevalencia de la obesidad se
correlaciona con el aumento de las enfermedades bucales entre ellas las patologias
periodontales, la xerostomia y se ha observado una mayor incidencia de caries
dentales, dado que el balance entre la perdida de minerales y la reparacion y
mineralizacion de los dientes esta relacionada con la cantidad y calidad de la saliva,
siendo asi, los cambios en la saliva podrian promover el desarrollo de caries, que
serian el inicio del desarrollo de la enfermedad periodontal (Roa & Del Sol, 2018).
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Asimismo, recientemente se ha confirmado que el aumento en la actividad del tejido
adiposo influye en el desarrollo y/o la gravedad de estas enfermedades. Se ha
reportado incluso que el aumento de 1.0 kg en el peso corporal puede aumentar en
un 6% el riesgo de enfermedad periodontal en adolescentes (Salamonowicz,
Zalewska, & Maciejczyk, 2019; Modéer, Blomberg, Wondimu, Julihn, & Marcus,
2010). Las enfermedades bucales en su mayoria son irreversibles y su efecto se
acumula a lo largo de la vida, de tal forma que los dafios tienden a ser mayores en
la poblacion adulta. Las enfermedades bucales mas comunes son la gingivitis, la
periodontitis y mas frecuentemente la caries. De acuerdo con los resultados del
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, se reporta que, en usuarios del
servicio de salud publica en nuestro pais, la prevalencia de caries dental en nifios y
adolescentes de entre 2 y 19 afios de edad es del 75% y del 93.2% en la poblacion
adulta. En cuanto a las enfermedades periodontales, la prevalencia en nifios y
adolescentes, de 2 a 19 afos, es del 11.3%, mientras que para la poblacion adulta
es del 56.8% (SIVEPAB, 2015). Considerando lo anterior y dada la asociacién que
existe entre la obesidad y las enfermedades bucales, el tratamiento de estos
pacientes se ha vuelto una importante carga social y econémica para los sistemas
de salud publica y privada en la atencion de estas patologias.

3.6 Glandulas salivales

Las glandulas salivales son érganos que se originan a partir del ectodermo. Se
clasifican en principales o mayores, cuando son responsables de la produccion del
92 al 95% de la saliva y, accesorias 0 menores, cuando son responsables de la
produccion del 5 al 8% de la saliva. La saliva es una secrecién liquida de viscosidad
variable, compuesta por agua, iones como sodio, potasio y cloro, diferentes
enzimas, dentro de las cuales la mas abundante es a-amilasa; también contiene
mucina, una variedad de proteinas plasmaticas, leucocitos e inmunoglobulinas que
ayudan a mantener la humedad en la mucosa bucal y la homeostasis en la cavidad
oral (Sanchez, 2013).

3.6.1 Estructura histologica de las glandulas salivales mayores

El objetivo de nuestro proyecto se enfocé en las glandulas salivales mayores, que
tanto en humanos como en roedores constan de tres pares de glandulas
macroscopicas: parétida, submandibular y sublingual (Fig.3). Estas glandulas son
estimuladas por el sistema nervioso somético, que promueven la secrecion de saliva
hacia la cavidad oral (Amano, Mizobe, Bando, & Sakiyama, 2012).
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Los elementos de la saliva son secretados en estructuras de las glandulas salivales
llamadas acinos (Fig.4). Un acino se compone de varias células secretoras y células
mioepiteliales circundantes. En las glandulas salivales de humanos y roedores los
principales tipos de las células secretoras que conforman los acinos son serosas
(Fig.4B) y mucosas (Fig.4A). (Dintzis & Treuting, 2018). Las secreciones serosas se
conocen como saliva de dilucién, ésta saliva es liquida, de textura albuminosa,
desprovista de moco, y esta conformada principalmente por agua, iones y proteinas
como la a-amilasa. Los granulos secretores mucosos contienen grandes cantidades
de mucina y glicoproteinas, esta secrecion es llamada saliva de deslizamiento y
tiene una textura viscosa. También existen los acinos mixtos (Fig. 4C), que se
encuentran en forma abundante en la glandula submandibular, contienen células
serosas y mucosas, en estas estructuras los extremos distales de los acinos
mucosos, estan rodeados por semilunas serosas (Sanchez, 2013; Fortoul, 2017).

Glandula
Parétida

Glandula
Parétida

Glandula
Glandula Sublingual

Submandibular Glandula

Sublingual

Glandula
Submandibular

Figura 3. Anatomia comparada de la localizacion de las glandulas salivales
mayores (parétida, submandibular y sublingual) en rata y humano. Imagen
modificada de (Dintzis & Treuting, 2018)
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Figura 4. Histologia acinar de las glandulas salivales mayores. A. Acin0S mucosos:
1. Ndcleo celular, 2. Citoplasma. B. Acinos serosos: 3. Conjunto de células
secretoras. C. Acino mixto: 4. Células serosas y 5. Células mucosas. Imagenes
modificadas de (Fortoul, 2017)

3.6.1.1 Glandula parétida

Las glandulas parétidas, son las de mayor tamafio en humanos, se localizan dentro
del triAngulo rodeado en la parte superior por el arco cigomético, anteriormente por
el masetero y posteriormente por el esternocleidomastoideo. El conducto parotideo
(Stensen o Stenon) desemboca del borde anterior y se abre en la cavidad bucal. En
roedores, la glandula parétida se encuentra detrds y debajo de la oreja, bordeando
caudalmente a la glandula submandibular, esta glandula es multilobulada y difusa
(Dintzis & Treuting, 2018). Tanto las glandulas parétidas humanas como las de
roedores estan compuestas de acinos serosos Unicamente. Estas células tienen un
reticulo endoplasmico rugoso bien desarrollado en la region infra nuclear y estan
rodeadas de células mioepiteliales (Amano, Mizobe, Bando, & Sakiyama, 2012).

3.6.1.2 Glandula submandibular

Las glandulas submandibulares de roedores se encuentran formando un paquete
compacto con las glandulas sublinguales en los espacios anteriores del cuello, entre
los ganglios linfaticos submandibulares y el esterndén. En cambio, la glandula
submandibular humana se encuentra separada de la sublingual. Para ambas
especies la glandula carétida es mixta ya que estd compuesta por células acinares
tanto serosas como mucosas, la de los roedores tiene una mayor cantidad del tipo
seroso. Mientras que las semilunas serosas estan marcadas en los acinos mixtos
de la glandula humana, esta no se presenta en la glandula de los roedores (Amano,
Mizobe, Bando, & Sakiyama, 2012). En la parte apical de las células se encuentran
los granulos de secrecion, los acinos mucosos presentan granulos con abundante
mucina, estos granulos a menudo se aprecian como vacuolas claras dentro del

21



tejido, presentan abundante reticulo endoplasmico rugoso en la region peri nuclear
asi como numerosas mitocondrias (Botts & Leininger, 2018).

3.6.1.3 Glandula sublingual

La glandula sublingual ocupa la cuarta parte latero-rostral del complejo
submandibular-sublingual en roedores. Ambas glandulas se encuentran
encapsuladas en un tejido conectivo comun. Las glandulas sublinguales de
humanos son glandulas mixtas, en su mayoria mucosas y en roedores tienden a ser
exclusivamente mucosas (Amano, Mizobe, Bando, & Sakiyama, 2012). Las células
de los acinos mucosos presentan una forma piramidal con abundante citoplasma,
con vacuolas de gran tamafio que generalmente se observan como zonas claras
abarcando la mayoria del citoplasma celular, el nicleo se encuentra a largado y en
posicion basal (Dintzis & Treuting, 2018). Por lo tanto, aunque en los roedores las
glandulas sublinguales y submandibulares estén anatomicamente ligadas, son
faciles de distinguir unas de otras al microscopio optico.

3.6.2 Funcidn fisiolégica

Las glandulas salivales estan inervadas por nervios simpaticos y parasimpaticos,
estas inervaciones permiten una secrecion constitutiva de saliva en cualquier
condicion fisiolégica. Las glandulas salivales generan un volumen de saliva
adecuado que facilita la preparacién, masticacion y deglucién de los alimentos para
formar el bolo alimenticio e iniciar la digestion al degradar el almidén gracias a la
presencia de la enzima a-amilasa, también favorece el balance hidromineral del
ingreso de agua y la sensacién gustativa. Asimismo, contribuye a la higiene de los
tejidos blandos y los dientes, gracias a que la saliva ejerce un efecto de arrastre y
limpieza de la mucosa oral y tiene un efecto antimicrobiano debido a la accion
inmunolégica de péptidos antibacterianos, lisozimas e inmunoglobulinas que la
componen (Roa & Del Sol, 2018). Cuando estas glandulas son estimuladas de
forma individual secretan sustancias serosas, mucosas 0 mixtas, dependiendo del
tipo celular del que estén conformadas. Sin embargo, actian como un conjunto
cuando estas secreciones a través de los conductos excretores principales,
conectan los cuerpos glandulares con la cavidad bucal, creando asi una
coordinacién que satisface las necesidades orales, alterando la tasa de flujo como
la composicién de la saliva dependiendo de la estimulacion de nervios autbnomos
y la masticacion (Amano, Mizobe, Bando, & Sakiyama, 2012).
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3.6.3 Alteraciones de las glandulas salivales asociadas a la obesidad

Una de las principales estructuras afectadas por la obesidad y sus comorbilidades
son las glandulas salivales, 6rganos responsables de la secrecion de una serie de
enzimas y factores de crecimiento necesarios para mantener el balance biologico
de la cavidad oral. Estudios previos en modelos murinos muestran que existe un
decremento en el tamafio de las glandulas salivales como resultado de una
condicion de hiperleptinemia presente en los pacientes obesos, en los cuales se ha
registrado un aumento y una desregulacion de las funciones normales del tejido
adiposo (Higa et al., 2002 & Schapher et al., 2009). En concordancia con lo anterior,
se ha reportado que la obesidad y la hiperleptinemia pueden inducir también
cambios en la composicion de la saliva debido a modificaciones morfolégicas en las
glandulas salivales, relacionados principalmente con la atrofia de la glandula
parétida (Rodrigues et al., 2015; Modéer, Blomberg, Wondimu, Julihn, & Marcus,
2010). Asimismo, se ha observado una disminucién de alfa-amilasa salival en
roedores que presentan una hiperleptinemia inducida, asi como en modelos de
obesidad de ratas, inducidos por efecto de glutamato monosddico (Beregova,
Falayeyeva, Neporada, & Gordienko, 2014). La enzima alfa-amilasa es producida
principalmente por las glandulas parétida y submandibular y tiene un papel
importante en el inicio de la digestidn, ya que cataliza la ruptura de los enlaces a-
1,4-glucosidicos y tiene un papel importante en la colonizacion y metabolismo de
las bacterias que conducen a la formacion de la placa dental (biofilm) (Lamby,
Gbmez, & Lorenza, 2013). Con respecto a los cambios en la composicion en la
saliva, se observo en el trabajo de Lamy y colaboradores en 2018 que, al analizar
la ultraestructura de las glandulas salivales mayores de ratas Wistar macho que
cursan con hiperleptinemia, la glandula parétida contenia granulos electrodensos
en el citoplasma de las células acinares y bajos niveles de amilasa en las muestra
de saliva, esta es la evidencia mas cercana de la afeccion funcional de las glandulas
salivales relacionadas con la obesidad (Lamy et al., 2018 & Mozaffari, y otros, 2011).

También se ha descrito que la obesidad puede afectar la estructura histologica de
las glandulas salivales a través de la hiperlipidemia, un desequilibrio metabdlico que
genera apoptosis en las células de la glandula submandibular de rata (Irie et al.,
2017). Asimismo, estudios clinicos en humanos, han relacionado la obesidad con
cambios en la composicion y el flujo de la saliva, un estudio comparativo entre
adolescentes con obesidad y normo peso, mostrd6 que los pacientes obesos,
presentan cambios en la saliva asi como en el perfil de la microbiota subgingival
oral, lo que su vez permitidé el crecimiento de patdbgenos como P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans y P.micra, periodonto-patdogenos que predisponen a las
personas obesas a desarrollar enfermedad periodontal (Zeigler et al., 2012)
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Por otro lado, existen estudios que mencionan que la obesidad puede promover
cambios fisiolégicos en la composicion de la saliva o en las glandulas salivales, pero
no necesariamente afecta la arquitectura de los tejidos, por ejemplo, Mozaffari y
colaboradores, realizaron un estudio sobre la susceptibilidad de ratas Zucker
obesas a desarrollar caries, y observaron que, si bien las glandulas
submandibulares presentaban marcadores proinflamatorios, la arquitectura de
estas glandulas no se vio afectada (Mozaffari et al., 2011).

El conjunto de los hallazgos de estudios previos, ha comenzado a generar
informacion que permite plantear la posibilidad de que la obesidad tiene un efecto
sobre la morfologia y la funcién de las glandulas salivales. Sin embargo, muchos de
estos estudios se han realizado Unicamente en modelos animales con machos y se
ha analizado Unicamente en un tipo de glandula. Ademas, los protocolos
presentados no plantean un enfoque DOHaD que pueda empezar a explicar el
origen de estas afecciones bucales a nivel intergeneracional o transgeneracional.
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v JUSTIFICACION

La evidencia expuesta en los antecedentes de este proyecto, apunta a que la
obesidad esta relacionada con el desarrollo de algunas enfermedades bucales, las
cuales se expresan mediante las modificaciones morfolégicas que sufren las
glandulas salivales y las alteraciones de la saliva, promoviendo asi un desequilibrio
en las condiciones fisioldgicas de la cavidad oral que altera la microbiota y la
respuesta inmune a nivel de las mucosas. Es por ello que consideramos de gran
importancia realizar un estudio que profundice en el andlisis de las alteraciones
histoldgicas que presentan las glandulas salivales mayores en condiciones de
obesidad. De la misma manera consideramos de suma importancia, evaluar si la
exposicidn a un ambiente obesogénico parental pudiera influir en el desarrollo
posnatal de alteraciones en las glandulas salivales que puedan desencadenar el
desarrollo de patologias bucales. La identificacidon de este conjunto de factores
permitiria sentar las bases para el disefio de estrategias terapéuticas dirigidas al
restablecimiento diferencial del funcionamiento éptimo de las glandulas salivales de
hombres o0 mujeres con sobrepeso y obesidad.

\% PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La obesidad podria afectar la estructura histolégica de las glandulas salivales
mayores (partida, sublingual y submandibular) de las ratas Wistar dependiendo del
sexo?, de ser asi, ¢sera posible que la obesidad parental también pueda alterar la
histologia de las glandulas salivales de su progenie mediante un efecto
intergeneracional?

VI HIPOTESIS

1. Sila obesidad afecta las glandulas salivales mayores dependiendo del sexo,
entonces podriamos encontrar diferentes modificaciones histolégicas en las
glandulas parétida, sublingual y submadibular de las ratas Wistar
alimentadas con una dieta alta en grasa.

2. La exposicién a un ambiente parental obeso, producira modificaciones en la
estructura histologica de las glandulas salivales mayores de la descendencia,
debidas a un efecto intergeneracional de la obesidad materna o paterna.
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VIl OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la obesidad sobre la estructura histolégica de las glandulas
salivales parotida, submandibular y sublingual de ratas Wistar obesas hembra y
macho, asi como de su progenie.

7.2 Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la ingesta de una dieta alta en grasas (HFD) en ratas Wistar
machos y hembras (generacion FO) sobre la somatometria y el metabolismo de la
glucosa, la insulina y la determinacién de los niveles séricos de leptina y lipidos.

2. Analizar el efecto de la obesidad de ratas Wistar macho y hembra sobre la
estructura histolégica de las glandulas salivales mayores: parétida, submandibular
y sublingual.

3. Determinar el efecto de la obesidad parental sobre la somatometria y el
metabolismo de la glucosa y la insulina de la generacion F1

4. Examinar el efecto de la obesidad parental sobre la histologia de las glandulas
salivales parétida, submandibular y sublingual en la generacion F1.
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VIl MATERIALES Y METODOS

8.1 Modelo bioldgico

La cepa de ratas Wistar ha sido ampliamente utilizada dentro del grupo de modelos
animales en los que se utilizan dietas obesogénicas para inducir obesidad.
Asimismo, este modelo animal se ha utilizado en algunas investigaciones sobre
histologia y funcion de glandulas salivales. Siendo ademas una de las cepas de
pequefios mamiferos mas utilizada debido a la similitud y homologia entre su
genoma y el de los humanos (Speakman, Hambly, Mitchell, & Elbieta, 2008).

Uno de los objetivos de este estudio fue desarrollar un modelo de obesidad en ratas
Wistar machos y hembras por ingesta de una dieta alta en grasas, en el laboratorio
comun del departamento de Embriologia y Genética de la Facultad de Medicina de
la UNAM. Para ello utilizamos ratas de 21 dias de edad provenientes de 10 camadas
diferentes, adquiridos en el bioterio del Instituto de Ciencias Fisiologicas de la
UNAM.

Para el modelo de obesidad, 20 ratas Wistar macho y 20 ratas Wistar hembras
fueron alojadas en el vivarium del departamento de Embriologia y Genética de la
Facultad de Medicina, en pares o trios dentro de jaulas estandar con tubos de cartén
para enriquecimiento, manteniendo una temperatura de 24°C y un ciclo de luz-
oscuridad de [12/12 h] (ciclo que sOlo se cambi6 en la semana de reproduccion a
10 h oscuridad/14 h de luz). Las jaulas se limpiaron tres veces por semana, con
cambios en el material de cama, agua y alimento para mantener las medidas de
higiene recomendadas por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL, 2019) de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los animales
tuvieron acceso ad libitum al agua y al alimento durante todo el experimento.

8.1.1 Consideraciones éticas

Los procedimientos experimentales, el manejo y el cuidado de los animales se
llevaron a cabo conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 que
marca las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio (Diario Oficial, 2001).
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8.2 Estrategia nutricional

Con el objetivo de generar un modelo de obesidad en las ratas Wistar mediante una
dieta alta en grasas no comercial, el equipo de investigacion del laboratorio de
Embriologia y Genética, trabajamos en realizar la evaluacion de tres dietas altas en
grasas con diferentes porcentajes de lipidos y diferentes proporciones entre los
lipidos saturados e insaturados. Este trabajo fue reportado en la Tesis:
“Estandarizacién y caracterizacion de un modelo murino de obesidad inducida por una dieta
alta en grasas para su uso en investigacion basica” (Granados, 2020)

8.2.1 Estandarizacion de la dieta alta en grasas (HFD)

El resultado de la evaluacion de tres dietas altas en grasas (HFD), nos permitio
establecer una dieta con un aporte lipidico del 60% (HFD) y una relacion de 1:1
entre lipidos saturados provenientes de manteca de cerdo e insaturados
provenientes de aceite de oliva como nuestra dieta obesogénica. Asimismo,
consideramos tener grupos control tanto para hembras como para machos, que
fueron alimentados con una dieta estandar comercial (Chow 5001), debido a que
esta dieta es usada comunmente para el mantenimiento de esta cepa. La
composicién nutrimental de la dieta obesogénica y la dieta control se muestra en la
tabla 1

Tabla 1. Composicion de macronutrientes y aporte caldrico de las dietas: Estandar
(Chow 5001) y Obesogénica (HFD)

Densidad energética Dieta estandar Dieta obesogénica
%Kcallg (Chow 5001) (HFD)
Carbohidratos 57.9 % 20.20 %
Proteinas 28.7 % 20.30 %
Grasas 13.4 % 59.5 %
Aporte calérico por gramo 4.09 Kcallg 5.82 Kcallg

8.2.2 Aplicacion del paradigma alimentario

Para aplicar el paradigma alimentario, a las 3 semanas posnatales (SPN)
separamos a las ratas hembra y macho de manera aleatoria en dos grupos obesos
(Hy M) y dos controles (h y m) respectivamente. Una vez asignados en los grupos,
los marcamos y tomamos el registro del peso. Durante una semana llevamos a cabo
un proceso de aclimatacién, tiempo en el que todos los animales fueron alimentados
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con dieta estandar (Chow 5001) y agua ad libitum. Una vez terminado este periodo
a las 4 SPN, se inici6 el paradigma alimentario. Los grupos experimentales
guedaron conformados tal como aparecen en la Tabla 2.

Tabla 2. Grupos de trabajo

(deentlflc.acllpr Condicién N Dieta

e condicion
h Hembras control 8 Chow 5001
H Hembras obesas 12 HFD
m Machos control 7 Chow 5001
M Machos obesos 13 HFD

Se sometio a las ratas Wistar machos y hembras al paradigma alimentario reportado
en la tabla 2 por 18 semanas. Dado que la HFD tenia una consistencia suave, se
afadieron palos de madera (de 9 cm largo por 0.6 cm de ancho) estériles en el
contenedor de alimento junto con la dieta obesogénica para promover el desgaste
dental que llevan a cabo estos animales al roer

8.3 Estrategia experimental

Durante las 18 semanas del paradigma alimentario realizamos un monitoreo
constante de los animales, verificamos que no presentaran rasgos de estrés
(excrecion de porfirinas, anomalias en las heces y el pelaje) asi como la verificacidon
de un estado inicuo del alimento y el agua. Al final del paradigma alimenticio,
realizamos la caracterizacion del modelo mediante el analisis de algunos
parametros metabdlicos y somatométricos, para posteriormente evaluar la
estructura histolégica de las glandulas salivales mayores. Asimismo, esta
generacion de ratas FO, la apareamos con ratas Wistar en normopeso, para evaluar
el efecto intergeneracional de la obesidad parental sobre el metabolismo,
somatometria y estructura histolégica de las glandulas salivales mayores en la
progenie.

8.3.1 Estandarizacién del modelo de obesidad en la generacion FO

Para determinar la efectividad de la aplicacion del paradigma alimentario sobre el
metabolismo y el peso de las ratas de la generacion FO, registramos el peso inicial
de todos los animales y a partir de la exposicion a la dieta obesogénica empezamos
el conteo de la semana 1 hasta la 18. Durante este periodo tomamos registro del
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peso corporal y de la ingesta caldrica. Al final del paradigma alimentario a todos los
animales les realizamos una prueba intraperitoneal de tolerancia a la glucosa, y otra
de sensibilidad a la insulina. Posteriormente seleccionamos una cohorte en la que
determinamos los niveles de glucemia basal en sangre; insulina basal, lipidemia y
leptinemia en plasma sanguineo.

8.3.1.1 Cinética de ganancia de peso

Para determinar los efectos de la dieta HFD sobre el tamafio de los animales,
realizamos, durante la totalidad del paradigma alimentario, una cinética de la
ganancia de peso (g), registrando el peso corporal con una balanza electrénica
marca Biomédica modelo 2002, a una hora fija el mismo dia de cada semana.

8.3.1.2 Cinética de ingesta caldrica

Con el objetivo de determinar la cinética del consumo calérico de los animales en
experimentacion, registramos semanalmente la cantidad individual de alimento
consumido en gramos durante 24 horas. La ingesta caldrica fue calculada de la
siguiente manera:

1) Durante todo el paradigma alimentario colocamos, el mismo dia de la
semana, una cantidad conocida de alimento (Ai) en cada jaula a ZT4.

2) Al dia siguiente a ZT4 se peso la cantidad de alimento restante (Af) en cada
jaula

3) La cantidad en gramos (g) de alimento final (Af) se sustrajo de la cantidad
inicial (Ai) y esta cantidad se dividi6 entre el nimero de animales alojados en
la jaula (n), de esta forma determinamos el consumo de alimento individual
(c) en gramos, es decir: ¢ =(Ai - Af)/n

4) Para obtener el consumo cal6rico individual, multiplicamos el consumo de
alimento (c) en gramos, por su equivalente en kilocalorias, esto de acuerdo
a la dieta que consumié cada animal, es decir: 4.09 Kcal/g para el grupo NFD
(chow 5001) y 5.82 Kcal/g para el grupo HFD
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8.3.1.3 Pruebas metabodlicas

Para evaluar el estado metabdlico de los animales en experimentacion, al final de
la semana 17 de exposicion al paradigma alimentario, se realiz0 una prueba
intraperitoneal de tolerancia a la glucosa y otra de sensibilidad a la insulina. Estas
pruebas se aplicaron justo una semana antes de finalizar el paradigma alimentario,
con el fin de no alterar los parametros metabolicos y la toma de muestras bioldgicas
al momento de la eutanasia la cual se realiz¢ al final de la semana 18.

a) Prueba intraperitoneal de tolerancia a la glucosa

Determinamos la tolerancia a la glucosa mediante una curva de respuesta a un
estimulo exdgeno de glucosa. Para propiciar un estado de ayuno, todos los
animales fueron restringidos a la ingesta de alimento durante 12 horas previas a la
prueba. Pasado este tiempo, tomamos el peso corporal de cada rata y la glucemia
basal en sangre mediante una puncién distal de la vena caudal, utilizando una
lanceta. Obtuvimos los valores de glucemia con la ayuda de un glucometro
comercial SD Check GOLD de la marca Biosensor y tiras reactivas a glucosa de la
misma marca, siguiendo las indicaciones técnicas del fabricante. La construccion
de la curva de tolerancia a la glucosa consistié en medir la glucemia en sangre de
cada animal después de administrar la glucosa mediante una inyeccion
intraperitoneal (IP) de dextrosa al 40% con una dosis final de 2.0 g/Kg, tanto en
machos como en hembras. Inmediatamente después de esta IP, registramos la
respuesta fisiolégica midiendo la glucemia en sangre a los 15, 30, 60, 90 y 120 min.
posteriores al estimulo exdgeno.

b) Prueba intraperitoneal de sensibilidad a la insulina

Para determinar la sensibilidad a la insulina realizamos una curva de respuesta
fisioldégica a un estimulo de insulina exdgena. Todos los animales fueron sometidos
a un ayuno de 12 horas y pasado este tiempo registramos tanto el peso corporal
como la glucemia basal de cada rata, de la misma forma que hicimos en la curva de
tolerancia a la glucosa. El estimulo de insulina exdgena fue dado mediante la
administracion intraperitoneal (IP) de una dosis de 0.2UI/Kg de peso a partir de una
solucion de insulina humana recombinante de accion rapida a una concentracion
inicial de 0.2UI/ml. Utilizando la misma metodologia que se describe anteriormente
para la curva de glucosa, construimos la curva de la respuesta fisioldgica a la
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insulina mediante la medicion de los niveles de glucemia sangre a los 15, 30, 60, 90
y 120 min. después del estimulo exégeno.

8.3.1.4 Eutanasia

Al finalizar el paradigma alimentario, luego de 18 semanas de exposicion a las dietas
NFD y HFD, seleccionamos una cohorte representativa de cada uno de los grupos
de la generacion FO para obtener las muestras sanguineas y las biopsias de los
diferentes tejidos analizados: h: n=5; H: n=8; m: n=5y M: n=9.

Los animales seleccionados fueron sometidos a un ayuno de 12 horas previas a la
eutanasia. Una vez terminado el tiempo de ayuno, obtuvimos la glucemia basal y el
peso de cada rata, con este Ultimo dato calculamos la cantidad de anestésico a
administrar. El anestésico utilizado fue pentobarbital s6dico en una concentracion
de 63 mg/ml aplicado via IP, en una dosis de 60mg/kg para las hembras y de
100mg/Kg para los machos, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

8.3.1.5 Somatometria

Con el fin de evaluar el efecto de las dietas sobre la somatometria de las ratas, una
vez que los animales se encontraban bajo el efecto de la anestesia tomamos las
medidas de peso corporal (g), talla (cm) y circunferencia abdominal (cm), utilizando
una cinta métrica de pléstico flexible con escala milimétrica (mm).

a) Circunferencia abdominal

Colocamos a cada rata de forma perpendicular a la cinta métrica en posicion dorsal,
posteriormente la parte mas ancha del abdomen del animal (debajo del torax
delimitado por las costillas y sobre la pelvis inmediatamente por arriba de las
extremidades traseras), rodeamos con la cinta métrica sin ejercer presion y
registramos la circunferencia del abdomen (Gerbaix, Metz, Ringot, & Courteix, 2010)
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b) indice de masa corporal (IMC)

Para obtener el indice de masa corporal (IMC), dividimos el peso corporal del animal
en (g) sobre el cuadrado de la talla (cm) de cada animal.

MC = -2
cm
El registro de la talla (longitud naso-anal) de cada rata, la realizamos colocando la
cinta métrica en una superficie plana y sobre ella situamos a la rata en posicién
ventral y paralela a la cinta. Colocamos la punta de la nariz en concordancia con el
inicio de la métrica 0 cm) y medimos la longitud en centimetros hasta la altura del

ano (Novelli et al., 2007).

8.3.1.6 Obtencidn del plasma sanguineo

Para la obtencidn del plasma sanguineo realizamos una incision en los animales
para abrir desde la zona pélvica hasta el térax, posteriormente separamos las
costillas tanto del costado derecho como del izquierdo para dejar expuesta la
cavidad toracica. Mediante una puncion cardiaca de la vena cava obtuvimos
aproximadamente 3.0 ml de sangre por cada animal. Colectamos el tejido
sanguineo en micro tubos con EDTA 7%. Posteriormente, centrifugamos las
muestras a 10,000 rpm durante 10 min., para finalmente separar el plasma del botén
celular y lo almacenamos en alicuotas a -80°C hasta su procesamiento.

a) Cuantificacion de leptina e insulina en plasma

Para la cuantificacion de los parametros séricos de leptina e insulina, utilizamos dos
kits comerciales para ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA). En
cuanto a la leptina usamos el kit de la marca Merck Millipore (EZRL-83K) para
cuantifcar los niveles de esta adipocina en los plasmas de los animales y para la
insulina utilizamos el kit para cuantificacion de insulina en rata de la marca Mercodia
(10-1251-01), en ambos seguimos las recomendaciones metodoldgicas de los
fabricantes.
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b) Cuantificacion de lipidos séricos

La cuantificacion de lipidos séricos consistié en hacer mediciones de triacilgliceroles
y colesterol total. Estos analisis fueron realizados en la plataforma de servicios del
Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la UNAM, en la cual utilizaron la técnica de espectrofotometria UV-visible.

8.3.1.7 Obtencion de muestras de tejido

Después de la eutanasia y la extraccién de sangre, sometimos a los animales a un
proceso de perfusion con solucion salina NaCl 0.9% para drenar la sangre de los
tejidos, seguido de paraformaldehido (PFA) 4% para la fijacion de los mismos.

a) Tejido adiposo

Después de la perfusion, diseccionamos bilateralmente los paniculos de tejido
adiposo supragonadal (TASG) y retroperitoneal (TARP) y tomamos una muestra del
subcutaneo (TASC). Registramos el peso en gramos de cada uno de estos tejidos
(TA) y posteriormente hicimos una correlacion con el peso corporal total del animal
(p) y obtener la adiposidad de cada animal.

_ g (TASG+TARP+TASC)
a g (peso corporal)

TA X 100%

b) Glandulas salivales mayores

Realizamos la extraccion bilateral de las glandulas salivales mayores (par6tida,
sublingual y submandibular) de cada animal, mediante un corte en la linea media
ventral desde el torax hasta el labio inferior, retirando los nédulos linfaticos, el tejido
adiposo y el tejido conectivo que normalmente se encuentran adosados a las
glandulas.

Una vez desecadas las glandulas, registramos el peso de la siguiente manera: las
glandulas parétidas como un solo elemento y el complejo anatomico formado por
las glandulas salivales submandibulares y sublinguales como un segundo elemento.
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El peso de las glandulas salivales fue relacionado con el peso corporal de cada
animal, obteniendo asi el porcentaje de tejido glandular.

P de GSP
Gp = 9 PardeGsk) . 100%

g (peso corporal)

g (Paquete GSM—SL)
g (peso corporal)

GSM-SL = X 100%

8.3.2 Andlisis histolégico de las glandulas salivales mayores

Posterior al pesaje de las glandulas salivales mayores, mantuvimos los tejidos en
paraformaldehido (PFA) al 4% por 24 h, transcurrido este tiempo los colocamos en
PBS 1X durante 24h y finalmente en una solucién de PBS/Azida de sodio al 0.01%
hasta el momento de su procesamiento histolégico.

Para el procesamiento histolégico, deshidratamos los tejidos con un tren de
alcoholes graduales y subsecuentes al 50, 60, 70, 80, 96 (2 pasajes) y 100% (2
pasajes); posteriormente para aclarar el tejido se utilizd Xilol al 100% (2 pasajes).
Finalmente, incluimos los tejidos correspondientes a cada glandula fueron en
parafina. A partir de los bloques de parafina, para cada glandula salival obtuvimos
cortes histol6gicos seriados de un grosor de 4um a tres diferentes profundidades
con una diferencia de 100 micras en un microtomo estandar de la marca Leica.

a) Tincidon de Hematoxilina — Eosina (HE)

Tefiimos todas las glandulas parétidas utilizando un tren de tincion de Hematoxilina-
Eosina, que nos permitid visualizar los acinos serosos que las conforman. Para
realizar esta tincion, desparafinamos los cortes de tejido con xilol al 100% y los
rehidratamos usando dos cambios de etanol absoluto, seguidos de dos cambios de
alcohol al 96%. Posteriormente, expusimos las laminillas con los cortes a una tincion
directa con Hematoxilina de Gil por 5 minutos, después para crear un mayor
contraste enjuagamos y lavamos con una solucion de carbonato de litio al 1% y los
contratiiimos con Eosina amarillenta alcohdlica por 1 minuto. Al cabo de este
tiempo, deshidrataron nuevamente los tejidos usando dos cambios de etanol al 96%
y dos cambios en etanol absoluto. Finalmente, aclaramos los tejidos con xilol al
100% y los montamos para su preservacion en resina sintética.
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b) Tincién de Acido Peryddico Schiff (PAS)

Debido a que tanto las glandulas salivales submandibulares como las sublinguales
contienen acinos mucosos, para su tincién se utilizé el método de tincion de PAS,
con el cual se marcan diversos mucopolisacéaridos como la mucina presente en los
acinos mucosos de estos dos tipos de glandulas y, por lo tanto, se facilita la
visualizacion y la cuantificacion de estas estructuras.

Para llevar a cabo la tincion de PAS, primero desparafinamos los cortes de tejido
con xilol al 100% y los rehidratamos usando dos cambios de etanol absoluto
seguidos de dos cambios de alcohol al 96%. Una vez los cortes rehidratados, los
colocamos en acido peryddico durante 10 minutos. Posteriormente los expusimos
al reactivo de Schiff a temperatura ambiente por 10 minutos, transcurrido ese
tiempo, retiramos el reactivo y revelamos con agua tibia para forzar el viraje a color
rosa intenso. Después, contratifiimos los cortes con Hematoxilina de Gil por dos
minutos y los deshidratamos usando dos cambios de etanol al 96% y dos cambios
de etanol absoluto. Finalmente, aclaramos los tejidos con xilol y los montamos para
Su preservacion en resina sintética.

8.3.2.1 Cuantificacion de acinos

Para poder llevar a cabo la cuantificacion de los acinos serosos y mucosos de las
glandulas salivales, realizamos reconstrucciones microfotograficas de los cortes
histol6gicos a un aumento de 40X con ayuda del microscopio Optico y el software
ZEN Blue de Zeiss. Estas imagenes fueron tomadas con su escala correspondiente
en micrémetros (um). Para poder realizar la cuantificacion de los acinos glandulares
estandarizamos un protocolo de andlisis con el software FlJI/ImageJ: primero todas
las imagenes producidas se exportaron a formato tiff para poder ser analizadas con
el procesador de imagenes FlJl/Imaged, estas microfotografias fueron calibradas
segun su escala y se determind una region de interés o ROI por “Region of interest”,
la ROI se refiere a una parte de la imagen que se desea filtrar u operar con algin
algoritmo para hacer alguna anotacion o medicién. Una vez realizada la calibracion
de las imagenes, utilizamos la funcion “Grid...” de FIJI/ImageJ para generar una
gradilla de 24 cuadrantes numerados sobre la ROl establecida (312,000 micras "2).
Posteriormente, se determindé que el nimero de cuadrantes a analizar en cada
imagen era de 8, estos cuadrantes se eligieron al azar mediante la funcién
=ALEATORIO.ENTRE() en una hoja de calculo del programa Excel Microsoft. Antes
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de iniciar la cuantificacion de los acinos establecimos los siguientes criterios de

inclusion para evitar hacer cuantificaciones repetidas:

a) Solo se contaron los acinos glandulares completos que se encontraban
dentro del cuadrante, los incompletos quedaron sistematicamente fuera de la

cuantificacion.

b) Cuando los acinos glandulares se encontraban tocando los bordes del
cuadrante, se incluyeron en la cuantificacion unicamente aquellos que se

encontraban en los bordes derecho e inferior de cada cuadrante.

Posteriormente, para realizar el conteo de los acinos glandulares en los ocho
cuadrantes elegidos, utilizamos la herramienta “cell counter” de FlJI/ImageJ, que
nos permitié realizar cuantificaciones independientes en diferentes zonas de una
misma imagen, esta herramienta despliega un panel en el que se van contabilizando
automaticamente los acinos marcados manualmente para cada cuadrante (Fig.3).

Finalmente, los resultados de la cuantificacién se guardaron en un formato xsl para

trabajarlos posteriormente en Excel y extrapolarlos al area total del campo (ROI).
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Figura 5. Metodologia utilizada en el programa FlJI/ImageJ para la cuantificacion

de acinos en las glandulas parétidas de rata Wistar. Ticion con H&E
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8.4 Obtencion de la progenie (F1) de ratas Wistar

Para obtener la generacion F1 a partir de las ratas FO alimentadas tanto con la NFD
como con la HFD, al finalizar las 18 semanas de aplicacion del paradigma
alimentario, seleccionamos una cohorte de ratas de todos los grupos
experimentales para cruzarlos con animales en normopeso: h: n= 3; H: n=4; m: n=3
y M: n=4.

Todos los animales fueron cruzados con ratas de entre 250-300 g de peso corporal
(normopeso). En el caso de las hembras FO (h y H), cada una fue cruzada con 1
macho en normopeso. En cambio, los machos FO (m y M) fueron cruzados cada
uno con dos hembras en normopeso.

El tiempo de apareamiento fue de 1 semana, lapso en el que las parejas en cruza
permanecieron en ciclos de luz/oscuridad de 14/10h, con el fin de mimar las
condiciones de luz mas adecuadas para el apareamiento. Durante este periodo
alimentamos a todos los animales con dieta estandar (NFD: chow 5001). Una vez
finalizado el periodo de apareamiento, mantuvimos a las hembras en jaulas
individuales hasta el momento del parto y restablecimos el régimen alimenticio en
las hembras del grupo HFD durante los 21 a 22 dias del periodo gestacional
(excepto en las hembras que fueron cruzadas con machos del grupo HFD, para asi
evaluar Unicamente el efecto de la alimentacion paterna)

Para fijar condiciones iguales de alimentacion de las crias F1, al finalizar el parto,
sustituimos la dieta obesogénica de las madres FO (h y H) por una dieta estandar
NFD con la finalidad de excluir la exposicion a la HFD durante el periodo de
lactancia. Asimismo, se hizo una reduccion de camadas para que cada madre FO
amamantara Unicamente 8 crias F1: 4 machos y 4 hembras por camada.

8.5 Evaluacién del efecto intergeneracional de la obesidad parental

Posterior al periodo de lactancia (21 dias), destetamos, pesamos, marcamos Yy
separamos en parejas o trios a todas las crias de la generacion F1 dependiendo de
su condicion parental. Todos los animales fueron alojados bajo ciclos de
luz/oscuridad de 12/12 h, alimentados con dieta estandar y agua ad libitum hasta
gue alcanzaron la edad adulta a las 18 semanas postnatales. Los grupos de trabajo
de la generaciéon F1 se identificaron de acuerdo con la Tabla 3.
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Tabla 3. Grupos de experimentales de la generacion F1

Condicién Sexo F1 Identificador de Dieta
parental FO grupo F1
Padres normopeso Hembras mh
Machos mm
Madres normpeso Hembras hh
Machos hm
Madre obesa Hembras Hh Chow 5001
Machos Hm
Padre obeso Hembras Mh
Machos Mm

Inmediatamente después de la ablactacion o destete y durante las siguientes15
semanas de vida independiente de la generacion F1, realizamos el seguimiento de
la ganancia de peso y el consumo calorico, siguiendo la misma metodologia
reportada en esta tesis para la generacion FO.

Por otro lado, en la semana 17 postnatal, y siguiendo la misma metodologia que se
reportd para la generacion FO, realizamos las pruebas intraperitoneales de
tolerancia a la glucosa y de sensibilidad a la insulina para todos los animales F1 con
el fin de evaluar el efecto de la obesidad parental sobre el estado metabdlico de su
progenie.

8.5.1 Eutanasia de F1

Cuando la generacién F1 cumpli6 18 semanales postnatales, seleccionamos una
cohorte representativa de cada uno de los seis grupos (ver tabla 3), para obtener
los paniculos de tejido adiposo, las glandulas salivales mayores, asi como las
muestras de plasma. De la misma forma que para la generacion FO, los animales
fueron sometidos a un ayuno de 12 horas previas a la eutanasia. Una vez terminado
el tiempo de ayuno, obtuvimos la glucemia basal en sangre y el peso corporal de
cada rata. El anestésico utilizado fue pentobarbital sédico IP, en las mismas dosis
gue se reportaron para la generacion FO.

8.5.2 Somatometria de F1

Con el objetivo de evaluar el efecto de la obesidad parental sobre la somatometria
de las ratas F1, tomamos medidas de peso corporal (g), talla (cm) y circunferencia
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abdominal (cm), al momento de la eutanasia utilizando las mismas técnicas
reportadas en la generacion FO.

8.5.3 Obtencion de muestras de plasmay tejidos de F1

Al momento de la eutanasia de la generacion F1, de la misma forma en que se
describié para la generacion FO, obtuvimos muestras de plasma para analizar los
niveles de insulina basal. Asimismo, para obtener la adiposidad total de los animales
llevamos a cabo la diseccion bilateral completa de los paniculos adiposos
retroperitoneales y supragonadales y tomamos una muestra del subcutaneo.
También se desecaron bilateralmente las glandulas salivales mayores para realizar
el andlisis histolégico y evaluar el efecto de la obesidad parental sobre la estructura
histoldgica de las glandulas salivales mayores de la generacion F1.

8.6 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de todas las variables que se obtuvieron en el presente
estudio, se utilizé el programa de calculo R Studio. Las variables se describieron
con medidas de tendencia central. Para los datos que mostraron una distribucién
normal, se utilizé la prueba de t de Student y para los datos que arrojaron una
dispersion anormal utilizamos la prueba alternativa no paramétrica, la U de Mann-
Whitney. Se establecié una diferencia significativa entre los grupos analizados
estadisticamente cuando la p-value fue menor o igual a 0.05
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IX RESULTADOS

9.1 Modelo de obesidad inducida por una dieta alta en grasas (HFD) en ratas
Wistar hembra y macho

Después de llevar a cabo la aplicacion del paradigma alimentario de 18 semanas
en un grupo de ratas Wistar de hembras (h) y machos (m) alimentados con dieta
estandar (NFD) y compararlo con otro grupo de hembras (H) y machos (M) que se
alimentaron con una dieta alta en grasas (HFD), pudimos observar que los animales
del grupo HFD (H y M) presentaron valores significativamente mayores en los
parametros relacionados a: la ganancia de peso corporal, la ingesta caldrica, la
adiposidad, la glucosa basal y curva de tolerancia a glucosa, los niveles plasméaticos
de leptina y el colesterol total, este ultimo parametro solo fue diferente en machos.

9.1.1 Ganancia de peso corporal e ingesta calérica

Al analizar la cinética de ganancia de peso corporal, observamos que a partir de la
semana 8 del paradigma alimentario, tanto las hembras (fig. 6A) como los machos
(fig. 6D) de los grupos HFD (H y M), mostraron un aumento significativo en el
porcentaje de ganancia de peso corporal con respecto a los grupos control (h 'y m).
Esta diferencia se mantuvo estadisticamente significativa hasta el final del
paradigma alimentario (semana 18), a pesar de que, en las hembras, durante las
semanas 13, 15y 16, no mostraron diferencias con respecto a sus controles.

Al final del paradigma alimentario, las hembras del grupo control (h) presentaron
una ganancia de peso de 226 + 5.6%, mientras que las del grupo HFD (H) ganaron
el 250 * 5.3% de su peso inicial, es decir se registré una diferencia del 24 + 0.3%
mas con respecto al grupo control (fig.6B). En cuanto a los machos, el grupo control
(m) gano el 578 + 16.5% de su peso inicial, mientras que el grupo HFD (M) gan6 un
633 + 15%, lo que se traduce en aumento significativo del 55 + 1.5% con respecto
al grupo de machos control (fig. 6E).

Por otro lado, también se midi6 la conducta alimentaria a través del consumo
caldrico individual, como se puede observar en las gréficas fig. 6C y fig. 6F, tanto
en hembras como en machos, la ingesta calérica no presentd un patron global
especifico. Sin embargo, a pesar de que la conducta alimentaria fue fluctuante, se
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observan patrones similares de consumo entre machos y hembras. Las hembras
presentaron diferencias estadisticas en las semanas 1, 2, 3y 4, donde el grupo HFD
(H) tuvo una ingesta caldrica menor al grupo control, luego en las semanas 7 y 8,
este mismo grupo aumenté significativamente su ingesta, pero para las semanas 11
y 17 volvio a disminuir en comparacion al grupo control (h) (fig. 6C). En los machos
se observo un fenémeno similar, en las semanas 1y 4, la ingesta calodrica del grupo
HFD (M) fue menor al grupo control (m), después en las semanas 5y 9, los machos
HFD aumentaron su ingesta calérica y finalmente para las semanas 13,14,16 y 17,
nuevamente el grupo HFD (M) presentd una ingesta menor con respecto al grupo
control (m) (fig. 6F).

9.1.2 Somatometria de ratas Wistar hembra y macho generacion FO

La somatometria se realizé para todos los grupos al final del paradigma alimentario
mediante la evaluacién de la circunferencia abdominal (cm) y el calculo del indice
de masa corporal (IMC) utilizando los parametros de la talla (cm) y el peso corporal

(9).

Se obtuvo la cuantificacion de la acumulacion de tejido adiposo en la region
abdominal midiendo la circunferencia (cm). Este pardmetro no arroj6é diferencias
significativas entre los grupos alimentados con la HFD (H y M) y los animales control
(h 'y m) que siguieron una dieta NFD (Tabla 4). Por otro lado, el analisis de la relacion
entre latallay el peso corporal, es decir, el indice de masa corporal (IMC), alcanzado
al final del paradigma alimentario, mostré que no existieron diferencias significativas
entre el grupo de hembras HFD (H) y las hembras control (h). Sin embargo, los
machos del grupo HFD (M) presentaron un IMC de 0.72 £ 0.02 con respecto al IMC
de 0.67 + 0.004 que presento el grupo de machos control (m), es decir, un aumento
estadisticamente significativo de 0.05 (Tabla 4). Estos resultados indican que el
efecto de la alimentacion con la dieta alta en grasas tuvo un mayor impacto sobre
la somatometria de los machos que de las hembras. Este resultado se asocia
positivamente con la ganancia de peso corporal, en donde observamos que el grupo
de machos HFD (M) presentd una ganancia significativa de peso 50% mayor con
respecto al grupo de machos control (m), mientras que la ganancia que obtuvieron
las hembras HFD (H) fue Unicamente 24% mayor comparadas con su grupo control
(h) (fig. 6C y D).
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Figura 6. Ganancia porcentual de peso corporal e ingesta calérica de la generacion FO de ratas Wistar hembra y macho. A) Cinética del porcentaje de la ganancia de peso corporal
en hembras h y H; B) Cinética del porcentaje de la ganancia de peso corporal en machos m y M; C) Porcentaje de la ganancia total de peso corporal en hembras h y H; D) Porcentaje de
la ganancia total de peso corporal en machos m y M; E) Cinética de la ingesta calérica (Kcal) en hembras h y H; F) Cinética de la ingesta caldrica (Kcal) en machos my M. Se muestran
las gréficas de los promedios de cada parametro + SEM. Se realizé una prueba de t de student para cada parametro. El simbolo: (*) indica que existen diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p-value<0.05). h: hembras control; H: hembras HFD; m: machos control; M: machos HFD. 43



9.1.3 Adiposidad de ratas Wistar hembra y macho generacién FO

Los resultados correspondientes a la adiposidad corporal total (AT) acumulada a lo
largo del paradigma alimentario, muestran que en las hembras (fig. 7A) el
almacenamiento de tejido adiposo en el grupo HFD (H) fue del 4.87%, una
proporcidon mayor con respecto al 2.41% del grupo control (h), esta diferencia fue
practicamente del doble (2.46%). De la misma manera, los machos del grupo HFD
(M) presentaron un porcentaje del 6.87%frente al 3.3% de adiposidad total del grupo
control (m) (fig. 7B), mostrando asi una ganancia importante del 3.57% de tejido
adiposo total, es decir mas del doble cuando se compara con el control.

Al mismo tiempo se puede observar que esta adiposidad corporal total, se desglosa
en el acumulo de tejido adiposo visceral (TAV) y de tejido adiposo subcutaneo
(TASC) (fig.7). Para las hembras (fig. 7A), el porcentaje de TAV en las HFD (H), fue
de 3.77%, mientras que las controles (h) presentaron una acumulacién de sélo un
1.75%, esto se traduce en que las hembras HFD (H) ganaron un 2.02% mas de TAV
que las controles (h). Asimismo, el porcentaje de TASC fue mayor en las hembras
HFD (H), quienes acumularon 1.11% de este tejido, en cambio las hembras control
acumularon 0.66%, es decir, las hembras HFD (H), presentaron un porcentaje de
TASC 0.45% mayor al control (h). Un fendmeno similar se describe en los machos
(fig. 7B), donde el acumulo de TAV fue mayor en los machos HFD(M), con un
acumulo del 6.32%, mientras que los machos control acumularon sélo un 2.78% de
este tejido, lo que nos indica una diferencia de 3.54%. En cuanto al TASC, de la
misma forma que en hembras, los machos HFD(M) acumularon 1.12% de este
tejido, es decir, 0.31% mayor que el porcentaje acumulado por los machos control
(m), que fue de 0.82%.

Estos resultados nos indican que el efecto de la ingesta de la dieta alta en grasas
para los grupos Hy M, promovié una acumulacion significativamente mayor de tejido
adiposo en diferentes zonas del cuerpo con respecto a los grupos control h 'y m.
Esta observacion nos permite postular que la ganancia de tejido adiposo esta
relacionada con la composicion de la dieta, que como lo mencionamos
anteriormente, también se ve reflejada en una ganancia de peso corporal mayor en
los grupos H y M con respecto a los grupos control (h y m).

9.1.4 Andlisis de marcadores bioguimicos de ratas Wistar hembra y macho
generacion FO

De acuerdo con el analisis bioquimico que se realiz6é sobre las muestras de plasma
sanguineo, observamos que el estado de leptinemia en las ratas hembra (H) y
macho (M) HFD fue significativamente mayor con respecto a los grupos control h'y
m (Tabla 5). Para las hembras control (h) y HFD (H) registramos niveles de leptina
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de 1.6 + 1.23 ng/ml y 6.7 + 1.45 ng/ml respectivamente, es decir las hembras
alimentadas con la dieta alta en grasas (H) reportaron en promedio una diferencia
de 5.1 ng/ml con respecto al grupo control (h), lo que se traduce en un aumento de
4 veces los niveles basales de esta adipocina en el plasma. En cuanto a los valores
de leptina que registramos para los machos, la diferencia no fue tan importante pero
si estadisticamente significativa. Los machos control (m) presentaron 1.03 + 0.25
ng/ml mientras que en los HFD (M) registramos un promedio de 2.94 + 1.3 ng/ml,
esto es 2,8 veces mas cantidad de leptina con respecto al grupo m. Este estado de
hiperleptinemia en ambos sexos se correlaciona perfectamente con el alto
porcentaje de adiposidad observado para ambos grupos HFD (Hy M) (fig.7 Ay B).

En cuanto a los resultados del perfil lipidico con el que medimos la cantidad del
colesterol total y los triacilgliceroles en el plasma sanguineo, observamos que las
hembras HFD (H) no presentaron diferencias estadisticas con respecto a las
hembras control (h) en ninguno de los dos parametros (Tabla 5). De la misma
manera, en los machos observamos que los niveles de triacilgliceroles se
mantuvieron muy similares en ambos grupos (M y m) (Tabla 5). Sin embargo, el
grupo HFD (M) presentd niveles significativamente mayores de colesterol total en
plasma (1.73 mMol/L) con respecto al grupo control (1.33 mMol/L), mostrando asi
un efecto de hipercolesterolemia por ingesta de la HFD dependiente del sexo.

Los valores registrados de glucemia en condiciones de ayuno indicaron que tanto
las hembras (H) como los machos (M) HFD ya cursaban con hiperglucemia al final
del paradigma alimentario. Las hembras control (h) presentaron niveles de glucosa
de 83.3 + 1.44 mg/dl frente a los 101.6 + 1.8 mg/dl del grupo HFD (H), lo que arroja
una diferencia significativa de 18,3 mg/dl entre los dos grupos. La evaluacion de
este mismo parametro para los machos se comporté de manera similar, ya que para
el grupo control (m) registramos 87.6 = 2.5 mg/dl y para los machos HFD el valor
fue de 107.6 + 1.9 mg/dl es decir un aumento promedio de 20 mg/dl de glucosa en
los animales expuestos a la dieta alta en grasas. Ya que en ambos grupos
registramos niveles significativamente mas altos de glucosa basal en sangre con
respecto a sus grupos control (h y m) estos resultados nos advierten sobre una
condicion de hiperglucemia para los grupos Hy M (Tabla 5).

Finalmente, al medir los niveles de insulina plasmatica observamos que esta
hormona, tanto en hembras (H) como en machos (M) HFD, se mantuvo
estadisticamente similar a los grupos control (h y m) (Tabla 5).
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Tabla 4. Somatometria de ratas Wistar hembra y macho generacion FO

Parametro h H p-value m M p-value
Circunferencia | = 450/, 116  1801+136  0.18 20£05 20£05 0.3
abdominal (cm)

IMC
(i)z 0.56 £ 0.04 0.61+£0.07 0.14 0.67 £ 0.004 0.72 £0.02 0.002*
cm

Se muestran las medianas % la desviacion cuartil para la evaluacion de la circunferencia abdominal y el indice de masa
corporal (IMC). Se realizd una prueba de U de Wilcoxon-Mann-Whitney-para cada variable, el simbolo: (*) indica los valores
que arrojaron una diferencia estadisticamente significativa (p-value<0.05) entre los grupos HFD vs NFD.
h: hembras control, H: hembras HFD, m: machos control, M: machos HFD.

Tabla 5. Andlisis de marcadores bioguimicos de ratas Wistar hembra y macho generacion FO

Parametro h H p-value m M p-value
Leptina 16+ 1.23 6.7+ 154 0.03* 1.03£0.25 294%13 0.0008*
(ng/mL)

Colesterol (mmol/L) 1.55+0.16 144 £0.25 0.4 1.33£0.18 17303 0.004*

Triacilgricéridos 0.44 +0.15 0.3+0.18 0.2 02+01 0.31+0.2 0.09
(mmol/L)

Glucemia basal . "
(mgldL) 83.3 £ 1.44 1016+ 1.8 2.2e-06 87.6 25 1076 1.9 1.5e-05
Insulina 036 +027 1324048 0.06 34716 5.38+2.8 0.06
(kg/mi)

Se muestran los promedios * la desviacion estandar (SD) para los valores de glucemia basal e insulina en ayuno, asi como la concentracion
de leptina, colesterol y triacilgliceroles en plasma. Se realiz6 una prueba de t de Student para cada variable, el simbolo: (*) indica los valores
que arrojaron diferencias estadisticamente significativas (p-value<0.05) entre grupos HFD vs NFD. h: hembras control NFD; H: hembras
HFD; m: machos control NFD; M: machos HFD.
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Figura 7. Adiposidad de ratas Wistar hembra y macho de la generacién F0. A) Porcentaje de adiposidad de las hembras FO.
B) Porcentaje de adiposidad de los machos FO. Se muestran las gréficas de los promedios + SEM de los diferentes cojinetes
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9.1.5 Andlisis de las pruebas metabdlicas de ratas Wistar hembra y macho de
la generacion FO

Para evaluar el efecto metabdlico de la exposicion a la dieta alta en grasas
realizamos dos pruebas. En primer lugar, aplicamos una prueba de tolerancia a la
glucosa en condiciones de ayuno. Las gréaficas de los valores de esta prueba nos
permitieron observar que tanto las hembras como los machos HFD (H y M)
presentaron un &rea bajo la curva estadisticamente mayor a los grupos control
(fig.8C y D). Las hembras HFD (H) presentaron un area bajo la curva (AUG) de
23239.3, mientras que para las hembras control fue de 28524.3, lo que resulta en
un area 22.7% mayor para las hembras HFD. Asimismo, los machos HFD (M)
presentaron un AUG de 33653, mientras que los machos control (m) obtuvieron un
area de 24725.2, lo que se traduce en un AUG 36% mayor para los machos HFD
(M). Sin embargo, durante la elaboracién de la cinética del metabolismo de la
glucosa, pudimos observar que las hembras HFD (H) presentaron porcentajes de
glucosa estadisticamente mayores a su grupo control (h) Unicamente a los 15 y 60
minutos posteriores al estimulo de glucosa (fig. 8A), mientras que los machos HFD
(M) mostraron porcentajes de glucosa significativamente mayores al grupo control
de manera sostenida a lo largo de la cinética a partir de los 30 min y hasta los 120
min posteriores al estimulo exdégeno de glucosa (fig. 8B).

En la segunda prueba que realizamos para determinar la sensibilidad del
metabolismo a un estimulo exégeno de insulina, los resultados muestran que la
curva de sensibilidad en los machos HFD (M) presentd porcentajes de glucosa
estadisticamente similares a los porcentajes del grupo control (m) (fig. 9B). De la
misma manera, registramos que el area bajo la curva de esta cinética de insulina en
sangre fue similar en ambos grupos (m y M) (fig. 9C). Al observar el comportamiento
de las hembras HFD (H) unicamente detectamos diferencias significativas en el nivel
de glucosa a los 90 min posteriores al estimulo de insulina exégena con respecto al
grupo control (h) (fig. 9A). Sin embargo, al analizar el area bajo la curva del grupo
HFD (H) observamos que este parametro fue estadisticamente similar al grupo
control (h) (fig. 9C).

De acuerdo con estos resultados, podemos inferir que la exposicidn a la dieta alta
en grasas (HFD), si bien tuvo un efecto negativo sobre el metabolismo de la glucosa,
no llegd a alterar el metabolismo de la insulina, ya que no hubo diferencias en las
curvas de sensibilidad a la insulina y tampoco en el andlisis bioquimico de la insulina
plasmatica (Tabla 5).
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Figura 8. Prueba metabdlica de tolerancia a la glucosa en ratas Wistar machos y hembras F0. A)
Cinética de tolerancia a la glucosa en hembras h y H; B) Cinética de tolerancia a la glucosa en machos my
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significativas entre grupos (p-value<0.05). h: hembras control NFD; H: hembras HFD; m: machos control
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9.2 Efecto de la obesidad sobre la histologia de las glandulas salivales
mayores en ratas Wistar hembras y machos FO

Una vez finalizada la evaluacion de los pardmetros somatométricos, bioquimicos y
metabdlicos de las hembras y machos HFD (H y M) los cuales caracterizamos como
marcadores de obesidad en las ratas Wistar dentro de nuestro modelo, nos
enfocamos a la tarea de responder a la pregunta sobre si la obesidad presente en
los animales HFD afectaria la estructura histolégica de las glandulas salivales
mayores. Para llevar a cabo este analisis realizamos, en primer lugar, la evaluacion
del peso y la proporcion de las glandulas salivales parétida, submandibular y
sublingual, para en un segundo tiempo cuantificar el nimero de los acinos serosos
y/o mucosos de cada glandula.

9.2.1 Andlisis del peso y la cuantificacién de acinos serosos de la glandula
salival parétida de ratas Wistar hembras y machos FO

La evaluacion de la relacion entre el peso de las dos glandulas parétidas (derecha
e izquierda) de cada animal con respecto al peso corporal, nos permitié detectar
que las hembras alimentadas con HFD (H) presentaron glandulas salivales
parétidas con un peso (g) significativamente menor con respecto al grupo control (h)
gue fue de 0.32 g, este valor contrasta con el calculado para grupo HFD (H) que fue
de 0.24 g detectando asi una pérdida significativa del 25% del peso (fig. 10A). Sin
embargo, esta diferencia no se vio reflejada en la cuantificacién de los acinos
serosos ya que no arrojé diferencias significativas entre los grupos de hembras (h 'y
H) (fig. 10C). Sorprendentemente, este hallazgo en las hembras, se invirtié en los
machos, ya que cuando analizamos los mismos parametros en el grupo HFD (M),
no encontramos diferencias estadisticas en el peso (g) de las glandulas parétidas
con respecto al grupo de machos control (h) (fig. 10B) pero, la cuantificacion de los
acinos serosos mostro que los machos HFD (M) presentaron 378.1 acinos por
campo, un numero significativamente mayor con respecto al grupo control (m), que
obtuvo 280.6 acinos por campo, esto se traduce en que los machos HDF (M),
presentaron 34.7% mas acinos que los machos control (m) (Fig. 10D).

Los resultados anteriores sugieren que la obesidad tuvo un efecto diferencial sobre
el tamafo y la estructura histoldgica de la glandula parétida de las ratas hembra (H)
y macho (M), revelando posiblemente un dimorfismo sexual.
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9.2.2 Analisis del peso y la cuantificacién de acinos serosos y mucosos de las
glandulas submandibular y sublingual de ratas Wistar hembras y machos FO

A diferencia de las glandulas parétidas, las glandulas submandibular y sublingual
de roedores, se encuentran empaquetadas en una capsula de tejido conectivo que
las mantiene estrechamente unidas, razén por la que metodoldégicamente la
evaluacion de la relacion entre el peso (g) de estas glandulas se realiz6 en conjunto,
tal como se describe en la seccion de Materiales y métodos de este trabajo. Asi
pues, los resultados de este andlisis no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre las ratas HFD (H y M) y sus respectivos controles (h y m) (fig.
11Ay 11B).

Por otra parte, cabe recordar que la glandula salival submandibular es una
estructura de secrecién mixta, en los roedores estd compuesta en su mayor parte
por acinos serosos, pero también, formando parte de su estructura histolégica se
encuentra un nimero menor de acinos mucosos. Mientras que la glandula salival
sublingual de los roedores, se compone Unicamente de acinos mucosos.

Al cuantificar tanto el nimero de acinos serosos y mucosos de la glandula
submandibular (fig. 11D), como la cantidad de acinos mucosos de la glandula
sublingual (fig. 11F) de machos, no observamos diferencias significativas entre los
machos HFD (M) con respecto al grupo control (m). Sin embargo, el grupo de
hembras HFD (H) resultd tener un numero significativamente menor de acinos
mucosos en la glandula submandibular, ya que presentaron 37.5 acinos mucosas
por campo, mientras que los animales control (h), presentaron 49.2 acinos mucosos
por campo, una diferencia de 11.7 acinos (fig. 11C). Finalmente, no se detectaron
diferencias estadisticas en el nUmero de los acinos serosos de esta misma glandula
submandibular (fig.11C), ni el nimero de acinos mucosos que conforman la
glandula sublingual (fig. 11E).
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Figura 10. Evaluacion de la glandula salival parétida de ratas Wistar machos y hembras F0. A) Anélisis
del porcentaje de peso de las glandulas salivales parétidas de hembras h y H; B) Andlisis del porcentaje de
peso de las glandulas salivales parétidas de machos m y M; C) Cuantificacion de los acinos serosos en la
glandula salival parétida de hembras h y H; D) Cuantificacién de los acinos serosos en la glandula salival
parétida de machos m y M. Se muestran los promedios £ SEM de los porcentajes de cada tejido. Se realizd
una prueba de t de student para cada variable. El simbolo: (*) indica diferencias estadisticamente significativas
entre grupos (p-value<0.05). m: hembras control; M: hembras HFD; m: machos control; M: machos HFD.
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9.2.3 Andlisis histoldgico de las glandulas salivales parétidas de ratas Wistar
hembray macho FO

El grupo de hembras NFD (h), presenté una arquitectura histologica tipica de la
glandula parétida con la presencia de acinos serosos conformados por células
piramidales y nucleos celulares en posicion basal, en el citoplasma de algunas
células se podian observan mdultiples vacuolas. Dentro del estroma del tejido
conectivo, se observo el sistema de conductos que presentaron epitelios de células
cilindricas con los nucleos celulares claramente marcados por la tincidn con
hematoxilina. Comparando esta estructura histologica con la del grupo de hembras
HFD (H), observamos que no se presentaron diferencias en la arquitectura, ya que
los acinos se encuentran conformados de células piramidales y algunas también
presentan vacuolizaciones citoplasmaticas, asimismo el estroma no presento
infiltracion de células inmunes o adiposas (Panel 1).

En cuanto a los machos NFD (m), también observamos una estructura histologica
tipica y similar a la reportada para las hembras (h), con acinos serosos conformados
de células piramidales de ndcleos basales, estroma con sistema de conductos de
epitelio cilindrico simple. Asimismo, el grupo de machos HFD (M), presentd una
estructura histoldgica similar a la de los machos NFD (m), aunque el andlisis digital
de estas micrografias arrojé una disminucién en el nimero de acinos serosos por
campo para estos machos (M) (Panel 2).

9.2.4 Anélisis histoldgico de las glandulas salivales submandibulares de ratas
Wistar hembra y macho FO

Las glandulas submandibulares de las hembras NFD (h), presentaron una
estructura histologica tipica, conformada por abundantes acinos serosos de células
piramidales y nucleos ubicados hacia la cara basal, y, pocos acinos mucosos
conformados también por células piramidales de nucleos basales, asi como un
estroma de tejido conectivo donde se localizaron a los conductos de epitelio
cilindrico simple. Asimismo, el grupo de hembras HFD (H), presento una estructura
histolégica similar. Aunque el andlisis digital con ImageJ indicé que este grupo
presento una disminucion en el numero de acinos mucosos (Panel 1).

Los machos (M y m) muestran una abundante vacuolizacion de las células
piramidales de acinos serosos en comparacion con las hembras (H y h). Sin
embargo, entre el grupo de machos HFD (M) y NFD (m) no se observamos
diferencias histolégicas ni cualitativas ni cuantitativas, ambos grupos presentaron
una estructura histologica tipica con células piramidales con los nicleos basales,
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conformando abundantes acinos serosos y una cantidad menor de acinos mucosos,
asi como conductos formados por un epitelio cilindrico simple (Panel 2).

9.2.5 Analisis histoldgico de las glandulas salivales sublinguales de ratas
Wistar hembra y macho FO

Las glandulas salivales sublinguales de las hembras NFD (h), mostraron acinos
mucosos conformados por células piramidales mucosas con un abundante
citoplasma basoéfilo, ndcleos basales y aplanados, asi como un estroma de tejido
conectivo que contiene el sistema de conductos de epitelio cilindrico simple. Por su
parte, las hembras HFD (H), presentaron una estructura histoldgica similar a las
hembras control (h) (Panel 1). Sin embargo, de manera parecida a lo que sucedio
en las glandulas salivares submandibulares, los machos presentan una mayor
abundancia de vacuolas en el citoplasma de las células mucosas con respecto a lo
observado en las hembras. Aunque entre los grupos de machos (M y m), no se
registraron diferencias histolégicas, ambos mostraron una estructura tipica de tejido
glandular sublingual (Panel 2).

55



Glandulas

: Hembras NFD (h) Hembras HFD (H)
salivales ; _ -

Parétida

Submandibular

Sublingual

Panel 1. Micrografias de las glandulas salivales mayores de ratas Wistar hembras F0. Se
muestran reconstrucciones de los cortes histologicos de las glandulas: parotida, submandibular y
sublingual de hembras NFD (h) y hembras HFD (H). Imagenes a 40X.
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Panel 2. Micrografias de las glandulas salivales mayores de ratas Wistar machos F0. Se
muestran reconstrucciones de los cortes histologicos de las glandulas: parotida, submandibular y
sublingual de machos NFD (m) y machos HFD (M). Iméagenes a 40X
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9.3 Efecto intergeneracional de la obesidad parental

Siguiendo el enfoque DOHaD para estudiar el origen temprano de la obesidad y de
las enfermedades relacionadas a esta condicidn, una vez que establecimos nuestro
modelo de obesidad en ratas Wistar hembra y macho (F0), nos dimos a la tarea de
obtener la progenie (F1). Lo anterior con el objetivo de evaluar el efecto
intergeneracional de la obesidad materna y paterna sobre la somatometria, el
metabolismo y la estructura histolégica de las glandulas salivales mayores de las
crias de la generacion FO. Para ello, presentamos esta seccion de resultados
dividida en dos: 1) Comparamos los efectos de la obesidad materna (H) en sus crias
F1 hembra (Hh) y macho (Hm) contra los pardmetros de las crias F1 hembra (hh) y
macho (hm), gestadas en un matroambiente control (h) y 2) Bajo la misma légica,
comparamos los efectos de la obesidad paterna (M) en sus crias F1 hembra (Mh) y
macho (Mm) contra los parametros de las crias F1 hembra (mh) y macho (mm),
provenientes de padres control (m).

Después de analizar el conjunto de los resultados obtenidos para la generacion F1,
pudimos observar un efecto diferencial producto de la obesidad materna y paterna,
que a su vez presentd diferencias dependiendo del sexo de las crias F1. La
obesidad materna tuvo efectos en la somatometria y metabolismode la progenie
masculina (Hm), que presento valores mayores en los parametros de IMC y
glucemia basal comparados con los machos de madres control (hm), mientras que
la obesidad paterna tuvo efectos sobre la somatometria y la estructura histologica
de las glandulas salivales mayores tanto en la progenie masculina (Mm) como
femenina (Mh), ya que las crias de padres obesos (Mm y Mh), presentaron una
reduccion en la ganancia de peso comparados con sus respectivos grupos control
(mh y mm), asi como un aumento en tamafio de la glandula parétida.

9.3.1 Ganancia de peso corporal de la progenie F1 de ratas Wistar obesas (H
y M)

Los resultados de la cinética de ganancia de peso de las crias F1, mostraron que la
obesidad materna (H) no tuvo efectos significativos sobre el peso ni de la progenie
femenina (Hh) ni de la masculina (Hm) con respecto a los grupos control (hh y hm).
La unica diferencia que se observo fue en la semana 11, donde los machos de
madres obesas (Hm) presentaron un porcentaje de peso significativamente menor
al grupo control (fig. 12A), probablemente debido a un error humano de medicion;
ya que, al analizar la ganancia de peso total, observamos que no existieron
diferencias estadisticas entre el peso corporal de las crias F1 hembras o machos
gestadas en un matroambiente de obesidad y los grupos de madres con normopeso
(fig. 12C).
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Por el contrario, los resultados mostraron que la obesidad paterna (M) si tuvo
efectos significativos sobre la cinética de ganancia de peso de las crias F1. Para la
progenie femenina observamos que a las 11, 14, 16, 17 y 18 semanas postnatales
(SPN), las crias hembra de padres obesos (Mh) presentaron porcentajes de peso
significativamente menores a las crias hembra de padres control (mh) (fig. 12B).
Asimismo, en la progenie masculina observamos un comportamiento similar, donde
las crias machos de padres obesos (Mm) a la edad de 6, 7, 9, 11, 14, 15, 17 y 18
SPN presentaron también porcentajes de peso significativamente menores con
respecto al grupo de crias macho de padres control (mm) (fig. 12B). Al analizar la
ganancia de peso total, los resultados indican que tanto la progenie femenina (Mh)
como masculina (Mm) de padres obesos presentd una pérdida de peso significativa
con respecto a la progenie control (mh y mm), en los machos (Mm) observamos un
porcentaje de peso de 1005.4%, mientras que los machos control (mm), presentaron
un porcentaje de peso de 1146.9%, lo que indica que la obesidad paterna promovié
una pérdida de peso de 141.5%. Por su parte las hembras crias de padres obesos
(Mh) presentaron un porcentaje de peso igual a 6.7.63%, mientras que las crias de
padres control obtuvieron una ganancia de peso de 682.8%, es decir, 75.2% mas
que las crias de padres obesos (fig. 12D).

9.3.2 Efecto de la obesidad parental (H y M) de ratas Wistar sobre la
somatometria de la progenie F1

La valoracion de los parametros somatométricos se realizo para todos los grupos
cuando las ratas F1 alcanzaron las 18 spn, a esta edad obtuvimos la acumulacién
de tejido adiposo mediante la medida de la circunferencia abdominal (cm). Este
pardmetro no arrojo diferencias significativas en la progenie femenina (Hh) o
masculina (Hm), derivada de la obesidad materna (Tabla 6) y tampoco se
observaron diferencias estadisticas que indicaran algin cambio en el perimetro
abdominal de las crias de padres obesos (Mh y Mm) (Tabla 7).

El andlisis de la relacion entre la talla y el peso corporal, es decir, el indice de masa
corporal (IMC) alcanzado a las 18 spn, mostré que la obesidad materna (H) tuvo un
efecto sobre el IMC de la progenie masculina, como se puede observar en la tabla
6, los machos hijos de madres obesas (Hm) presentaron un IMC de 0.78, valor que
fue estadisticamente mayor (9% mayor)con respecto al IMC de 0.71 alcanzado
porlos machos hijos de madres control (hm), mientras que para la progenie
femenina (Hh) no se encontraron diferencias con respecto al control (hh) (Tabla 6).
En cambio, pudimos constatar que la obesidad paterna no mostré efectos sobre el
calculo del IMC ni de la progenie masculina (Mm) ni de la femenina (Mh), ya que se
obtuvieron resultados estadisticamente similares a los grupos control (mm y mh)
(Tabla 7).
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9.3.3 Efecto delaobesidad parental (Hy M) de ratas Wistar sobre laadiposidad
de la progenie F1

Los resultados correspondientes a la acumulacién de tejido adiposo corporal,
muestran que la obesidad materna (H) no tuvo efectos sobre su progenie femenina
(Hh) o masculina (Hm), ya que ambos grupos de crias presentaron porcentajes de
adiposidad visceral (TAV), subcutanea (TASC) y adiposidad total (AT)
estadisticamente similares a los porcentajes de tejido adiposo de la progenie
femenina (hh) y masculina (hm) de madres control (fig. 13A). Siguiendo el mismo
comportamiento, la obesidad paterna (M) tampoco mostr6 efectos en la
acumulacion de la adiposidad visceral (TAV), subcutanea (TASC) o total (AT) de la
progenie femenina (Mh) o masculina (Mm), ya que los valores de estos grupos
resultaron ser estadisticamente similares a los encontrados para la progenie
femenina (mh) y masculina (mm) de padres control (fig. 13B).

Estos resultados nos indican que el efecto de la obesidad parental (Hy M) no afect6
la composicién corporal de la progenie F1 en cuanto al porcentaje de tejido adiposo.
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Figura 12. Ganancia de peso corporal en la progenie F1 de ratas Wistar obesas H y M. A) Efecto de la
obesidad materna (H) sobre la ganancia de peso corporal en las crias hembra (Hh) y macho (Hm); B) Efecto
de la obesidad paterna (M) sobre la ganancia de peso corporal en las crias hembra (Mh) y macho (Mm); C)
Ganancia de peso corporal total en la progenie de madres obesas; D) Ganancia de peso corporal total en la
progenie de padres obesos. Se muestran las graficas de los promedios + SEM de cada pardmetro. Se realizé
una prueba de t de student para cada parametro.El simbolo: (*) indica diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p-value<0.05). hh: hembras hijas de madres en normopeso; Hh: hembras hijas de
madres obesas; hm: machos hijos de madres en normopeso; Hm: machos hijos de madres obesas; mh:
hembras hijas de padres en normopeso; Mh: hembras hijas de padres obesos; mm: machos hijos de padres
en normopeso; Mm: machos hijos de padres obesos.
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Tabla 6 Efecto intergeneracional de la obesidad materna (H) sobre las crias

hembray macho F1

Parametro

hh Hh p-value hm Hm p-value
Circunferencia
abdominal 15.92 £ 0.82 16.3 £ 0.86 0.4 19.74 £ 0.71 20.33+0.83 0.3
(cm)
IMC
(i)z 0.57 £0.02 0.59 £ 0.05 0.3 0.71£0.05 0.78 £ 0.04 0.02*
cm

Se muestran las medianas de cada variable * |a desviacién cuartil de cada uno. Se realizé una prueba de U de Wilcoxon-
Mann-Whitney-para cada variable. El simbolo: (*) indica diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p-
value<0.05). hh: hembras hijas de madres en normopeso; Hh: hembras hijas de madres obesas; hm: machos hijos de
madres en normopeso Hm: machos hijos de madres obesas.

Tabla 7 Efecto intergeneracional de la obesidad paterna (M) sobre las crias

hembray macho F1

Parametro mh Mh p-value mm Mm p-value
Circunferencia
abdominal 15.92 £ 0.82 16.08 + 0.66 0.7 19.74 £0.71 19.67 + 0.61 0.8
(cm)
IMC
(i)z 0.57 £0.02 0.55+0.02 0.1 0.71£0.05 0.74 £0.04 0.1
cm

Se muestran las medianas de cada variable + la desviacion cuartil de cada uno. Se realizé una prueba de U de Wilcoxon-
Mann-Whitney-para cada variable. EI simbolo: (*) indica diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p-
value<0.05). mh: hembras hijas de padres en normopeso; Mh: hembras hijas de padres obesos; mm: machos hijos de
padres en normopeso; Mm: machos hijos de padres obesos.
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Figura 13. Efecto de la obesidad parental (H y M) de ratas Wistar sobre la adiposidad de la progenie F1.
A) Cuantificacién de la adiposidad en las crias hembra (Hh) y macho (Hm) de madres obesas B) Cuantificacion
de la adiposidad en las crias hembra (Mh) y macho (Mm) de padres obesos. Se realizé una prueba de t de student
para cada parametro. Se muestran las gréficas de los promedios + SEM de los diferentes cojinetes adiposos y
de la adiposidad total ganada a las 18 semanas postnatales. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre grupos. TASC: tejido adiposo subcutaneo; TAV: tejido adiposo visceral; AT: adiposidad total;
hh: hembras hijas de madres en normopeso; Hh: hembras hijas de madres obesas; hm: machos hijos de madres
en normopeso; Hm: machos hijos de madres obesas; mh: hembras hijas de padres en normopeso; Mh: hembras
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hijas de padres obesos; mm: machos hijos de padres en normopeso; Mm: machos hijos de padres obesos.
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9.3.4 Anadlisis bioguimico de plasma sanguineo en la progenie F1 de ratas
Wistar obesas (Hy M)

En el andlisis bioquimico de los plasmas sanguineos de la generacion F1,
observamos que la glucemia basal se vio alterada por la obesidad materna en la
progenie masculina (Hm), ya que los machos hijos de madres obesas presentaron
valores de glucosa en ayuno de 88.5 mg/dl comparados con los 83.1 mg/dl del grupo
control (hm), es decir 5,4 mg/dl de glucosa por encima del promedio control, lo que
equivale a un aumento del 6.5%. Por su parte, este parametro no se vio afectado
en la progenie femenina, ya que las hembras hijas de madres obesas (Hh) y las
hembras hijas de madres control (hh) presentaron valores de glucosa basal
estadisticamente similares (Tabla 8). Contrario a lo encontrado para la obesidad
materna, el efecto de la obesidad paterna no alteré los niveles de glucemia ni de la
progenie masculina (Mm) ni de la femenina (Mh), ya que ambos grupos presentaron
valores de glucosa basal estadisticamente similares a sus grupos control (mm y mh)
(Tabla 9).

Finalmente, medimos los niveles de insulina plasméatica, y observamos que los
niveles de esta hormona no se vieron afectados por la obesidad materna (Tabla 8)
o paterna (Tabla 9), ya que en ambas situaciones la progenie mantuvo valores de
insulina plasmatica estadisticamente similares al de la progenie de los grupos
control.

9.3.5 Analisis metabdlico de la progenie F1 de ratas Wistar obesas (Hy M)

Para evaluar el efecto metabdlico intergeneracional de la obesidad parental,
realizamos una prueba de tolerancia a la glucosa y una de sensibilidad a la insulina.
Los resultados de la primera prueba, muestran que la obesidad materna (H) no tuvo
efectos adversos sobre el metabolismo de la glucosa de las crias hembra (Hh) de
la generacién F1, ya que como podemos observar en la figura 12, tanto la cinética
de respuesta al estimulo de glucosa exégeno (fig.14A) como la evaluacion del area
bajo la curva de esta cinética (fig. 14C), no arrojaron diferencias significativas con
respecto al grupo control (hh). Mientras que, al observar el comportamiento de la
progenie masculina de estas mismas madres obesas (Hm), los porcentajes de
glucosa en sangre fueron significativamente mayores al grupo control (hm) en los
tiempos 15, 90 y 120 minutos luego del estimulo exdgeno de glucosa (fig. 14B). Este
resultado se ve reflejado al calcular el area bajo la curva, donde los machos hijos
de madres obesas (Hm) presentan un AUG de 21973.63, area que fue 23% mayor
con respecto a los machos hijos de madres en normopeso (hm), quienes
presentaron un AUG promedio de 17803.42 (fig. 12C). Llama la atencion, que los
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resultados que encontramos sobre el efecto de la obesidad materna (H) con
respecto a la tolerancia a la glucosa, es similar a los efectos observados para la
obesidad paterna (M). Es decir, la progenie femenina (Mh) no presenta diferencias
estadisticas ni en la cinética de respuesta al estimulo de glucosa (fig. 15A) y
tampoco en el area bajo la curva (fig. 15C) con respecto al grupo control (mh).
Interesantemente, la progenie masculina de machos obesos (Mm) si presenta
alteraciones en la cinética de tolerancia a la glucosa en los tiempos 15, 30 y 120
minutos después del estimulo, ya que los porcentajes de estos machos F1 fueron
mayores a los porcentajes alcanzados por los machos de padres control (mm) (fig.
15B). Por supuesto, esta alteracion también se ve reflejada en la evaluacion del
area bajo la curva, donde los machos hijos de padres obesos (Mm) presentan un
area significativamente mayor con respecto a los machos hijos de padres en
normopeso (mm), ya que el AUG de los hijos de obesos presento un valor de
21424.26, mientras que los machos hijos de padres con normopeso, obtuvieron un
promedio de AUG igual a 17803.42, esto es una diferencia del 20.3% (fig. 15C).

En cuanto a los resultados de las cinéticas de sensibilidad a la insulina, pudimos
observar que ni la obesidad materna (H) ni la paterna (M) mostraron alteraciones en
el metabolismo de la insulina de su progenie (F1), ya que tanto las hembras como
los machos hijos de madres (Hh, Hm) o padres (Mh, Mm) obesos, presentaron
cinéticas de resistencia a la insulina con valores de glucosa estadisticamente
similares a la progenie de madres y padres control, (fig. 16A, 16B y 17A, 17B).
Asimismo, las cuantificaciones de las areas bajo las curvas de las cinéticas de
sensibilidad a la insulina fueron estadisticamente similares entre grupos (fig. 16C).
Por lo tanto, los datos no muestran alteraciones en el metabolismo de la insulina.
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Tabla 8. Efecto de la obesidad materna (H) de ratas Wistar en los indicadores
bioguimicos del plasma sanguineo de la progenie F1

In_d |c?d9r hh Hh p-value hm Hm p-value
buiquimico
Glucemia basal 82,5+ 4.04 8767+114 033 83.1 + 9,01 88.5 + 2.8 0.049*
(mg/dL)
Insulina 0.16 +0.01 0724053 0.16 079 0.63 274187 0.12
(Mg/mi)

Se muestran los promedios de cada variable + la desviacion estandar de cada una. Se realizé una prueba de ¢ de Student para
cada variable. El simbolo: (*) indica diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p-value<0.05). hh: hembras hijas
de madres en normopeso; Hh: hembras hijas de madres obesas; hm: machos hijos de madres en normopeso Hm: machos
hijos de madres obesas.

Tabla 9. Efecto de la obesidad paterna (M) de ratas Wistar en los indicadores
bioquimicos del plasma sanguineo de la progenie F1

bl n_d icgd_or mh Mh p-value mm Mm p-value

uiquimico

Glucemia basal 825 +4.04 80 +5.18 0.37 83.1 +9.01 82.3+3.72 0.674
(mg/dL)
Insulina 0.71+058 032 +0.24 0.54 0.68 +0.45 0.40 +0.16 0.38
(Mg/ml)

Se muestran los promedios de cada variable + la desviacién estandar de cada una. Se realiz6 una prueba de ¢ de Student para
cada variable. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p-value<0.05). mh: hembras hijas de
padres en normopeso; Mh: hembras hijas de padres obesos; mm: machos hijos de padres en normopeso; Mm: machos hijos de
padres obesos.
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Figura 14. Efecto de la obesidad materna (H) de ratas Wistar sobre la tolerancia a la glucosa de la
progenie F1. A) Cinética de tolerancia a la glucosa en las crias hembra de madres en noromopeso (hh) y
madres obesas (Hh); B) Cinética de tolerancia a la glucosa en las crias macho de madres en normopeso
(hm) y madres obesas (Hm); C) Cuantificacion del &rea bajo la curva (AUG) correspondiente a las cinéticas
de tolerancia a glucosa en la progenie F1 femenina (hh y Hh) y masculina (hm y Hm). Se muestran los
promedios + SEM de cada parametro. Se realizé una prueba de t de student para cada punto temporal y
para la comparacion entre las areas bajo la curva. El simbolo: (*) indica diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p-value<0.05). hh: hembras hijas de madres en normopeso; Hh: hembras hijas
de madres obesas; hm: machos hijos de madres en normopeso; Hm: machos hijos de madres obesas.
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Figura 15. Efecto de la obesidad paterna (M) de ratas Wistar sobre la tolerancia a la glucosa de la
progenie F1. A) Cinética de tolerancia a la glucosa en las crias hembra de padres en normopeso (mh) y
padres obesos (Mh); B) Cinética de tolerancia a la glucosa en las crias macho de padres en normopeso
(mm) y padres obesos (Mm); C) Cuantificacién del area bajo la curva (AUC) correspondiente a las cinéticas
de tolerancia a glucosa en la progenie F1 femenina (mh y Mh) y masculina (mm y Mm). Se muestran los
promedios + SEM de cada parametro. Se realiz6 una prueba de t de student para cada punto temporal y
para la comparacién entre &reas bajo la curva. El simbolo: (*) indica diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p-value<0.05). mh: hembras hijas de padres en normopeso; Mh: hembras hijas
de padres obesos; mm: machos hijos de padres en normopeso; Mm: machos hijos de padres obesos.
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Figura 16. Efecto de la obesidad materna (H) de ratas Wistar sobre la sensibilidad a la insulina de la
progenie F1. A) Cinética de resistencia a la insulina en las crias hembra de madres obesas (Hh); B) Cinética de
resistencia a la insulina en las crias macho de madres obesas (Hm); C) Célculo del area bajo la curva (AUC)
correspondiente a la resistencia a insulina en la progenie femenina y masculina de madres obesas (Hh 'y Hm) y
madres en normopeso (hh y hm). Se muestran los promedios £ SEM de cada parametro. Se realizé una prueba
de t de student para cada punto temporal y para la comparacion entre areas bajo la curva. El simbolo: (*) indica
diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p-value<0.05). hh: hembras hijas de madres en
normopeso; Hh: hembras hijas de madres obesas; hm: machos hijos de madres en normopeso; Hm: machos
hijos de madres obesas.
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Figura 17. Efecto de la obesidad paterna (M) de ratas Wistar sobre la sensibilidad a la insulina de la
progenie F1. A) Cinética de resistencia a la insulina en las crias hembras de padres obesos (Mh); B)
Cinética de resistencia a la insulina en crias macho de padres obesos (Mm); C) Calculo del &rea bajo la
curva (AUC) correspondiente a la resistencia a insulina en la progenie femenina y masculina de padres
obesos (Mh y Mm) y padres en normopeso (mh y mm). Se muestran los promedios + SEM de cada
parametro. Se realiz6 una prueba de t de student para cada punto temporal y para la comparacién entre
areas bajo la curva. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos (p-
value>0.05). mh: hembras hijas de padres en normopeso; Mh: hembras hijas de padres obesos; mm:
machos hijos de padres en normopeso; Mm: machos hijos de padres obesos
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9.4 Efecto de la obesidad parental sobre el peso y la histologia de las
glandulas salivales mayores de la progenie F1

Después de analizar el efecto de la obesidad materna y paterna sobre los
parametros somatomeétricos y metabolicos de la generacion F1, evaluamos el efecto
de la obesidad parental sobre el peso de las glandulas salivales mayores y el
ndmero de acinos en cada una. Los resultados de nuestras observaciones volvieron
a comportarse con un fenomeno de dimorfismo sexual, ya que, aungue la obesidad
materna (H) no afecto de forma significativa ni el peso ni el nUmero de acinos de las
glandulas salivales de la progenie (Hh y Hm), detectamos que la obesidad paterna
(M) altera de forma significativa el niumero de acinos serosos de la glandula parétida.

9.4.1 Analisis del efecto de la obesidad parental (H y M) sobre la glandula
salival parétida de la progenie F1.

Los resultados de la evaluacion de la glandula parétida mostraron que la obesidad
materna (H) no tuvo un impacto significativo sobre el peso de este 6rgano, ya que
la progenie femenina (Hh) y masculina (Hm) de madres obesas presentaron
proporciones de tejido estadisticamente similares a las de la progenie de madres
control (hh y hm) (fig. 18A). De la misma manera, no encontramos diferencias
estadisticas entre la cuantificacion de los acinos serosos que componen la glandula
salival parétida de la progenie de madres obesas (Hh y Hm) con respecto a la
progenie de las madres en normopeso (hh y hm) (fig. 18C).

En cambio, la obesidad paterna (M) reflejé diferencias en el peso de la glandula
parétida. En las crias hembras (Mh), se observo que el porcentaje corporal del peso
de las glandulas parétidas fue de 0.4%, mientras que para las crias hembras de
padres con normopeso fue de 0.29%, indicando que las glandulas parétidas de las
crias hembra de obesos son en promedio un 0.11% més pesadas. Asimismo, los
hijos de padres obesos (Mm), presentaron tamafos significativamente mayores en
esta glandula con respecto a las crias macho (mm) de padres en normopeso (fig.
18B). De la misma forma que sucedio6 con las hembras (Mh y mh), los machos hijos
de padres obesos (Mm) presentaron un porcentaje de glandula parétida de 0.33%,
en promedio un 0.11% mas pesadas que los hijos de padres con normopeso, ya
gue estos ultimos presentaron un porcentaje de 0.22%. Sin embrago, al analizar la
cuantificacion de los acinos serosos, encontramos que Unicamente la progenie
femenina de padres obesos (Mh) presentd un nimero significativamente mayor con
respecto al grupo control (mh). Las hembras hijas de padres obesos (Mh) obtuvieron
563.7 acinos serosos por campo, mientras que las hembras hijas de padres con
normopeso (mh) obtuvieron 455.4 acinos serosos por campo, es decir, las hijas de
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obesos (Mh) tenian 23.7% mas acinos que las hijas de padres con normopeso (mh).
Contrario a este resultado, la progenie masculina (Mm) arroj6 un numero
estadisticamente similar de acinos con respecto al grupo control (mm) (fig. 18D)

9.4.2 Andlisis del efecto de la obesidad parental (H y M) sobre el paquete
glandular submandibular-sublingual de la progenie F1.

El paquete glandular submandibular-sublingual tanto en la progenie masculina (Hm)
como femenina (Hh) de madres obesas, no presenta diferencias en el porcentaje de
tejido con respecto a la progenie masculina (hm) o femenina (hh) de madres con
normopeso (fig. 19A). Por su parte, la descendencia de padres obesos, tanto
machos (Mm) como hembras (Mh), tampoco presenta diferencias significativas en
el porcentaje de tejido que compone al paguete submandibular-sublingual cuando
lo comparamos con el porcentaje que obtuvieron las crias machos (mm) y hembra
(mh) de padres con normopeso (fig. 19B). Asimismo, al analizar el nimero de acinos
en cada una de estas glandulas, observamos que no hubo diferencias en el nUmero
de acinos serosos o mucosos de la glandula submandibular entre los descendientes
de madres obesas (Hh y Hm) o padres obesos (Mh y Mm) con respecto a los
descendientes de madres con normopeso (hh y hm) o padres con normopeso (mh
y mm), respectivamente (fig. 19C y D). Este mismo fendmeno fue observado en la
cuantificacion de acinos mucosos de la glandula sublingual, donde las crias hembra
(Hh) y macho (Hm) de madres obesas presentaron una cantidad de acinos mucosos
por campo estadisticamente similar al nimero de acinos mucosos cuantificados
para las crias hembra (hh) y macho (hm) de madres con normopeso (fig.19E). Por
su parte la descendencia femenina (Mh) y masculina (Mm) de padres obesos,
también presento un namero estadisticamente similar de acinos mucosos de la
glandula sublingual similar al nimero de acinos mucosos encontrado para la
descendencia femenina (mh) y masculina (mm) de padres con normopeso (fig. 19F).
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Figura 18. Efecto de la obesidad parental sobre la glandula salival parétida de la progenie F1 de
ratas Wistar. A) Porcentaje de peso de la glandula parétida en las crias hembra (Hh) y macho (Hm) de
madres obesas; B) Porcentaje de peso de la glandula parétida en las crias hembra (Mh) y macho (Mm)
de padres obesos; C) Cuantificacion de los acinos serosos de la glandula parétida de la progenie (Hh'y
Hm) de madres obesas; D) Cuantificacion de los acinos serosos de la glandula parétida de la progenie
(Mh y Mm) de padres obesos. Se muestran los promedios + SEM de cada parametro. Se realiz6 una
prueba de t de student para cada variable. El simbolo: (*) indica diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p-value<0.05). hh: hembras hijas de madres en normopeso; Hh: hembras
hijas de madres obesas; hm: machos hijos de madres en normopeso; Hm: machos hijos de madres
obesas; mh: hembras hijas de padres en normopeso; Mh: hembras hijas de padres obesos; mm: machos
hijos de padres en normopeso; Mm: machos hijos de padres obesos.
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Figura 19. Efecto de la obesidad parental sobre el paquete de glandulas submandibular-sublingual de la
progenie F1 de ratas Wistar. A) Porcentaje de peso del paquete de glandulas submandibular-sublingual en las
crias hembra (Hh) y macho (Hm) de madres obesas; B) Porcentaje de peso del paquete de glandulas
submandibular-sublingual en las crias hembra (Mh) y macho (Mm) de padres obesas; C) Cuantificacién de
acinos en la glandula submandibular de la progenie (Hh y Hm) de madres obesas; D) Cuantificacion de acinos
en la glandula submandibular de la progenie (Mh y Mm) de padres obesos; E) Cuantificacion de acinos en la
glandula sublingual en la progenie (Hh y Hm) de madres obesas; F) Cuantificacion de acinos en la glandula
sublingual en la progenie (Mh y Mm) de padres obesos. Se muestran los promedios + SEM de cada parametro.
Se realizd una prueba de t de student para cada variable. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con p-value>0.05. hh: hembras hijas de madres en normopeso; Hh: hembras hijas de madres
obesas; hm: machos hijos de madres en normopeso; Hm: machos hijos de madres obesas; mh: hembras hijas
de padres en normopeso; Mh: hembras hijas de padres obesos; mm: machos hijos de padres en normopeso;
Mm: machos hijos de padres obesos.
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9.4.3 Analisis histoldogico de las glandulas salivales mayores de la progenie F1 de
ratas Wistar obesas (Hy M)

a) Glandula parétida

En cuanto al efecto de la obesidad parental sobre la estructura histolégica de las glandulas
parétidas, observamos que la obesidad paterna promovié un aumento en el nimero de
acinos serosos de estas glandulas tanto en su progenie femenina (Mh) como masculina
(mm) con respecto a los grupos control (mh y mm). Sin embargo, la arquitectura histologica
de las glandulas parétidas sélo presento diferencias entre las hembras (Mh y mh), debido a
que en las hijas de padres obesos observamos una mayor cantidad de vacuolas
citoplasmaticas en las células piramidales de los acinos serosos (Panel 3). Estos hallazgos
se comparten con el resultado de la cuantificacion de acinos entre machos FO (M y m),
donde los machos HFD (M) presentan un nimero de acinos mayor a los machos NFD (m).

Por su parte, la obesidad materna no afectd la estructura histolégica de las glandulas
salivales parétidas ni en la progenie masculina (Hm) ni en la progenie femenina (Hh), ya que
ambos grupos presentaron una estructura histolégica similar a los grupos de crias macho y
hembra de madres con normopeso (hm y hh) (Panel 4), las glandulas parétida se
caracterizaron por presentar acinos serosos con células piramidales de nucleos basales,
estroma de tejido conectivo con conductos de epitelio cilindrico simple de la misma forma
que se observo para las hembras FO (H y h).

b) Glandula submandibular

Contrario a lo encontrado en hembras FO (H y h), donde las hembras HFD (H) presentaron
una disminuciéon en el nimero de acinos mucosas, la arquitectura histologica de las
glandulas submandibulares de la progenie masculina o femenina de madres obesas (Hm y
Hh), no presento diferencias con respecto a sus grupos control (hm y hh). Asimismo, la
obesidad paterna tampoco gener6 alguna alteracion en la estructura histolégica de estas
glandulas para su progenie femenina o masculina (Mh y Mm), manteniendo una arquitectura
histoldgica tipica, tal como se describié para los machos FO (M 'y m).

c) Glandula sublingual

Las glandulas sublinguales no presentaron alteraciones histolégicas a causa de la obesidad
parental (materna o paterna), ni en la progenie femenina (Hh y Mh), ni en la progenie
masculina (Hm y Mm), ya que no observamos diferencias histolégicas en estos grupos

74



comparados con la progenie femenina o masculina de madres y padres con normopeso (hh
y hm; mh y mm). Estas glandulas presentaron una histologia tipica con acinos mucosos
conformados por células piramidales de abundante citoplasma, nucleos basales y
aplanados, asi como un estroma de tejido conectivo con un sistema de conductos de epitelio
cilindrico simple tal como se describe para la generacion de ratas FO.
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Panel 3. Micrografias de las glandulas salivales mayores de la progenie F1 ratas Wistar hembras F0 (h y H). Se muestran reconstrucciones de los
cortes histoldgicos de las glandulas: parétida, submandibular y sublingual de hembras y machos. hh: hembras hijas de madres en normopeso; Hh: hembras hijas
de madres obesas; hm: machos hijos de madres en normopeso; Hm: machos hijos de madres obesas. Imagenes a 40X.
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Panel 4. Micrografias de las glandulas salivales mayores de la progenie F1 ratas Wistar machos F0 (m y M). Se muestran reconstrucciones de los
cortes histologicos de las glandulas: parétida, submandibular y sublingual de hembras y machos. mh: hembras hijas de padres en normopeso; Mh: hembras hijas
de padres obesos; mm: machos hijos de padres en normopeso; Mm: machos hijos de padres obesos. Imagenes a 40X

77



X DISCUSION

La obesidad se define como una patologia caracterizada por la acumulacién
anormal o excesiva de grasa corporal que promueve un desajuste en el
funcionamiento del tejido adiposo y el metabolismo, desencadenando asi
condiciones adversas para la preservacion de la salud (OMS 2021 & Bays, et al.
2020). El estudio de las implicaciones que tiene esta enfermedad sobre diferentes
tejidos y el desarrollo de patologias asociadas, ha llevado a la generacion de
modelos animales enfocados al estudio de la obesidad y/o sus efectos. El objetivo
principal de esta investigacion fue determinar el efecto que tiene la obesidad sobre
la estructura histolégica de las glandulas salivales mayores y para ello, uno de los
objetivos particulares mas importantes fue establecer un modelo de obesidad en
ratas Wistar hembras y machos, inducido por una dieta alta en grasas eficiente, de
bajo costo, que permitiera responder a nuestras preguntas de investigacion y
desarrollar nuevas, y al mismo tiempo, que nos diera la posibilidad comparar los
efectos de la obesidad asociados al dimorfismo sexual.

Con base en la experiencia, tanto de nuestro laboratorio como de diferentes reportes
de investigacion, en primer lugar, establecimos que en las ratas Wistar un aumento
de peso corporal superior al 20% con respecto al grupo control, seria considerado
como principal indicador de obesidad. De acuerdo con este parametro, observamos
gue tanto las hembras como los machos sometidos a la ingesta de la dieta alta en
grasas (HFD) que produjimos en el laboratorio, desarrollaron un fenotipo de
obesidad al finalizar las 18 semanas del paradigma alimentario. A pesar de no haber
encontrado un patron especifico en la conducta alimentaria, sabemos que la dieta
suministrada al grupo HFD de hembras y machos contenia un mayor porcentaje de
lipidos, que representaron el 60% del aporte caldrico, mientras que la dieta del grupo
control, aporté apenas un 13% de las calorias consumidas, por lo que el
metabolismo de macronutrientes se dio de forma diferencial y se reflejo en la
ganancia de peso en los animales HFD de ambos sexos. Esta ganancia de peso
corporal en los machos HFD (M) se mostrd, como era de esperase, mayor que en
las hembras. Los machos HFD (M) ganaron en promedio 55% de peso sobre su
grupo control (m), mientras que las hembras obesas (H) ganaron un 24% de peso
con respecto a las ratas control (h). ElI dimorfismo sexual que registramos en la
ganancia de peso, concuerda con lo reportado en trabajos previos donde también
se utilizaron ratas Wistar como un modelo de obesidad inducido por dieta alta en
grasas. Algunas de estas investigaciones reportaron ganancias de peso en machos
gue van desde el 19 hasta el 63% por encima del control (Matczuk, 2016; Kolodziej,
2017; Ittichaicharoen, 2017 & Virto et. al., 2017), mientras que los trabajos en los

78



gue se emplearon ratas hembras como modelo biolégico, ademas de ser escasos,
reportan una ganancia de peso menor, que fluctia entre 10 y el 17% por arriba del
grupo control (Rodrigues et al., 2015). Asimismo, al analizar los porcentajes de
ganancia de peso en un modelo de obesidad, es importante mencionar que, si bien
es cierto, que el efecto de la dieta sobre el aumento de la masa corporal esta
determinado por la composicion de la misma, el tiempo de exposicion a la dieta
también juega un papel muy importante. Ittichaicharoen y colaboradores (2017),
aplicaron un paradigma alimentario en ratas Wistar macho durante 16 semanas con
una HFD comercial (59.28% lipidos) y obtuvieron una ganancia de peso del 63%.
Otro grupo de investigacién, como el de Matczuk y colaboradores (2016), generaron
un modelo de obesidad también en ratas Wistar macho, pero aplicaron ventanas de
tiempo mas cortas (6 semanas) y a pesar de utilizar una HFD similar en cuanto a la
composicion lipidica (60% lipidos) obtuvieron una ganancia de peso menor que
correspondio al 19% por encima de su grupo control. Comparado nuestros
resultados con los hallazgos de la literatura descritos anteriormente, mostramos que
la ventana de tiempo que utilizamos para el paradigma alimentario (18 semanas) y
la composicién de la HFD no comercial (59.5% lipidos) que estandarizamos en el
laboratorio, resultaron ser una combinacion muy efectiva para generar un aumento
significativo de peso corporal en las ratas macho (M: 55%) y hembra (H: 24%) con
respecto a sus controles. COmo podemos observar, estos valores entran en el
intervalo de ganancia de peso reportado para la mayoria de los modelos de
obesidad en roedores. Los resultados anteriores, nos permitieron proponer esta
estrategia metodoldgica como un modelo eficiente y de bajo costo para generar
obesidad en ratas Wistar.

Con el fin de caracterizar la obesidad generada en los animales alimentados con la
HFD (M y H), al término del paradigma alimenticio evaluamos algunos parametros
somatomeétricos como la circunferencia abdominal y el indice de masa corporal
(IMC). Como se reporto en la seccion de resultados de esta tesis, al analizar estos
dos parametros Unicamente encontramos diferencias estadisticas en los machos,
donde el grupo HFD (M) obtuvo un IMC mayor (0.72) con respecto a su control
(0.67). Este resultado correlaciona con el aumento de la adiposidad total, ya que
estos machos HFD aumentaron en 3.57% su tejido adiposo con respecto al grupo
control (m). Asimismo, observamos que las hembras obesas mostraron un aumento
de adiposidad de 2.46% con respecto a las hembras controles, lo que nos permite
concluir que, en nuestro modelo, la acumulacion de tejido adiposo fue mayor en los
machos (M) que en las hembras (H). Este hallazgo es consistente con estudios
recientes en roedores, en donde se ha reportado un dimorfismo sexual en el
aumento de peso y la acumulacién de tejido adiposo. En la literatura se postula que
esta diferencia se podria deber a que las hembras tienen una mayor flexibilidad
metabdlica para adaptarse a los cambios en la dieta, ya que son capaces de regular
Su gasto energético a través del aumento de la respiracion mitocondrial del tejido
adiposo blanco y también del incremento en la fuga de protones en las mitocondrias
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del tejido adiposo pardo (MacCannell et al., 2021). Por lo anterior, el dimorfismo
sexual en el aumento de la adiposidad total que aqui reportamos para nuestro
modelo de obesidad, se inscribe una vez mas, en lo reportado anteriormente para
modelos similares.

Al analizar de forma independiente los porcentajes de peso de los diferentes
cojinetes adiposos, observamos que tanto en las hembras HFD (H) como en los
machos HFD (M), el mayor aporte de adiposidad total se registré en el tejido adiposo
visceral (TAV), que en machos fue 3.5% mayor que el grupo control (m) y en las
hembras (H) se incrementd en 2% con respeto a su control (h). Este hallazgo
corresponde con lo reportado en dos modelos de obesidad inducida por una HFD
(60% lipidos) en ratas Osborne-Mendel y S5B/PIl. En ambas cepas, la acumulaciéon
de tejido adiposo visceral fue dependiente del sexo, siendo los machos el sexo con
mayor diferencia en la acumulacién de este tejido (Poret, Gaudet, Douglas, &
Primeaux, 2021). Por otra parte, en nuestro modelo registramos que el tejido
adiposo subcutaneo (TASC) de los machos HFD (M) se acumulé un 0.3% por
encima de los machos control (m) mientras que las hembras HFD (H) aumentaron
en un 0.45% mas que las hembras control (h). Se sabe que esta acumulacién
diferencial de tejido graso esta determinada por los procesos de remodelacion
tisular que se llevan a cabo durante el desarrollo de la obesidad. El tejido adiposo
puede expandirse por agrandamiento de los adipocitos existentes (hipertrofia) o por
aumento del nimero de adipocitos (hiperplasia) (Mohsen, 2009) y estos procesos
son dependientes de la localizacion del tejido adiposo, el sexo y la edad. En un
estudio reciente, la alimentacién a largo plazo de ratones con HFD, resulté en un
aumento de la adipogénesis (hiperplasia) y de la hipertrofia en el TAV, mientras que
el TASC se adaptd eficientemente a la mayor ingesta de energia desarrollando
Unicamente hipertrofia (Wang, Tao, Gupta, & Scherer, 2013). Estas diferencias
impactan de forma importante el estado metabdlico de los individuos en condiciones
de obesidad. Actualmente se sabe que, en comparacién con el TASC, el TAV es un
tejido mas complejo, mas rico en adipocitos y vasos sanguineos, esta mas inervado
y contiene una mayor cantidad de células inflamatorias e inmunoldgicas. Debido a
estas caracteristicas, el aumento del TAV genera un impacto negativo mas
importante en la regulacién homeostatica del individuo obeso (Vega et al., 2021 &
Tatsua, Michael, & Rosario, 2021). En relacion con los resultados de este trabajo,
la literatura antes mencionada, nos permite afirmar que nuestro modelo de
obesidad, aunado a la efectividad que tiene sobre la ganancia de peso, cumple con
presentar un efecto importante sobre el aumento de la adiposidad total caracteristica
en el desarrollo de la obesidad, misma que se desglosa en un acumulo diferencial
del TASC y del TAV, donde el mayo depdsito de grasas se registro en el TAV, tal
como se mostré en trabajos previos con modelos de obesidad. Asimismo, nuestro
modelo presenté un dimorfismo sexual tanto en la ganancia de peso como en la
acumulacion de tejido adiposo, tal como se ha reportado para otros modelos de
obesidad inducidos por dietas altas en grasas.
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Por otro lado, una vez que determinamos, en nuestro modelo de obesidad, que el
aumento del TAV tuvo un impacto mayor sobre la adiposidad total, nos interrogamos
sobre los efectos que esta ganancia tuvo sobre el metabolismo de las ratas, ya que
como se menciond anteriormente, el TAV es un tejido complejo, que en estados de
obesidad puede generar alteraciones metabolicas asociadas al desequilibrio
funcional de los adipocitos que lo conforman. Con base en lo anterior, para evaluar
el metabolismo medimos la glucosa y la insulina en sangre, hicimos pruebas de
tolerancia a la glucosa y de resistencia a la insulina y finalmente, evaluamos los
niveles plasmaticos de leptina, triacilgliceroles y colesterol total. Los resultados
indicaron diferencias significativas en el metabolismo de la glucosa entre los
animales HFD y los grupos control. Las hembras HFD (H) presentaron niveles
elevados (101.6 ml/dl) de glucemia basal respecto a las hembras control (83.3
mg/dl). De la misma manera, para los machos HFD (M) se registré una glucemia de
107.6 mg/dl un valor por encima del control (87.6 mg/dl). Estos datos indicaron un
estado de hiperglucemia en los animales HFD al finalizar el paradigma alimenticio.
Esta marcada deficiencia en el metabolismo de la glucosa, la confirmamos al
realizar una prueba de tolerancia a la glucosa que es comunmente utilizada para
diagnosticar la capacidad que tiene el organismo de metabolizar en el tiempo de 2
horas una dosis determinada de glucosa exdégena. Con los valores que se obtienen,
se construye una cinética y en ella se evallan los siguientes aspectos: la
concentracion inicial de glucosa en sangre a las 12h de ayuno, la concentracion
después de administrar un estimulo exdgeno de glucosa y durante los siguientes
120 min (Muhammad, Tamam, Nibal, & Defronto, 2008), la forma y el
comportamiento de la curva de respuesta y el area bajo la curva de la cinética
construida.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta prueba, observamos que la dieta
alta en grasas produjo, tanto en hembras HFD (H) como en machos HFD (M), una
mayor y prolongada hiperglucemia después de la administracion de glucosa
exdgena generando curvas monofasicas, formas que se comparten con las ratas
machos (m) y hembras controles (h), estas curvas se caracterizan por un aumento
de la glucosa plasmatica hasta alcanzar un pico, seguido de una caida continua
(Bervoets, Mewis, & Massa, 2015). Aunque la forma de la curva fue similar entre los
grupos HFD (M y H) y los controles NFD (m y h), la cinética de respuesta presenté
diferencias. Por su parte, las hembras HFD (H) presentaron porcentajes
significativamente mayores de glucosa en los puntos temporales de 15 y 60 min
posteriores al estimulo exdgeno de glucosa, mientras que los machos HFD (M)
presentaron porcentajes de glucosa mayores a partir de los 30 minutos y hasta el
final de la prueba a los 120 min, sin regresar a su estado basal. Estos registros son
indicadores de un metabolismo alterado de la glucosa (Muhammad, Tamam, Nibal,
& Defronto, 2008). Finalmente, mediante el analisis del calculo del area bajo la curva
(AUG), determinamos que el metabolismo de la glucosa fue diferente entre grupos
y entre sexos. Los machos HFD (M), parecen presentar un metabolismo de la
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glucosa mas afectado que las hembras HFD (H), ya que presentaron un AUG 36%
mayor que los machos control (m), mientras que las hembras HFD (H) superaron a
las hembras control (h) en un 23%. Este resultado se corresponde con lo encontrado
por Oliveira y colaboradores (2010), quienes reportaron que, en ratas el consumo
de una dieta alta en grasas tiene como consecuencia el desarrollo de una
intolerancia a la glucosa (Oliveira et. al., 2010). Asimismo, Mesquita Yy
colaboradores, en 2018, reportaron que en pacientes humanos que cursaban con
niveles mas elevados de glucosa basal y una mayor area bajo la curva (AUC de
glucosa), se correlacionaba con una funcidon disminuida de las células beta
pancredaticas y con una mayor prevalencia de sindrome metabdlico (Mesquita,
Antoniolli, Cittolin-Santos, & German, 2018).

Por otro lado, al comparar nuestros resultados de metabolismo de la glucosa con
los registrados para la insulina, observamos que no registramos diferencias
significativas ni en los niveles de insulina plasmatica, ni en la curva de resistencia
sensibilidad a la insulina (AUC de insulina) entre los animales HFD (Hy M) y los
grupos control (h y m). La evidencia antes mencionada, podria indicar que: 1) en
nuestro modelo, la desregulacion en el metabolismo de la glucosa que observamos
probablemente no estd determinada exclusivamente por una disfuncién pancreética
y 2) que la ventana de tiempo en la que las ratas HFD (H y M) fueron sometidas al
paradigma alimentario, generé obesidad, pero sin desarrollar sintomas de
resistencia a la insulina. Cabe recalcar que estos hallazgos nos permiten hacer uso
del modelo que aqui proponemos para poner a prueba diferentes hipotesis en
relacion a los efectos adversos provocados exclusivamente por la obesidad, sin
tener que considerar otras variables asociadas a la resistencia a la insulina.

Una posible explicacion para las alteraciones que encontramos en el metabolismo
de la glucosa, es que estas modificaciones podrian estar relacionadas con los altos
niveles de leptina detectados en los animales HFD (Ahima & Lazar, 2008). Nuestros
resultados indicaron que las ratas macho y hembra (M y H) presentaron estados de
hiperleptinemia con niveles de leptina plasmatica significativamente mayores a los
grupos control (my h). Las hembras HFD (H) presentaron un valor promedio de 6.7
ng/ml de leptina, mientras que las hembras control (h) mostraron 1.6 ng/ml de esta
adipocina, lo que se traduce en una concentracion de leptina 4 veces mayor en las
hembras HFD (H). Por su parte, los machos también reflejaron este fenémeno, ya
gue los HFD (M) superaron en 2.8 veces la concentracion de leptina en comparacion
con los machos control (m), presentando una concentracién de 2.94 ng/ml de leptina
lo que contrasta significativamente con el promedio de 1.03 ng/ml encontrado en los
machos control (m). En 2013, Fujikawa y colaboradores realizaron un estudio en
roedores, donde demostraron que la leptina beneficia la deteccion de la glucosa a
nivel hipotalamico, ayudando asi a regular la homeostasis de la glucosa plasmatica.
En condiciones fisiolégicamente sanas el trabajo de Rosa Li (2020) describe,
mediante diversos mecanismos moleculares, que la leptina promueve en las
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neuronas POMC (pro-opiomelanocortina) un aumento en el flujo de la glucosa a
nivel hipotalamico. Este aumento de leptina reduce la produccién de la glucosa
producida por el higado y por lo tanto, también disminuye sus niveles plasmaticos
de forma independiente al mecanismo mediado por la insulina. (Lam, Gutierrez-
Juarez, Pocai, & Rossetti, 2005; Fujikawa et al., 2013; Li, Zhang, & Lam, 2020).
Asimismo, un estudio en ratas alimentadas con dieta alta en grasas, reportd que
este mecanismo de regulacion homeostética de la glucosa plasmatica por medio de
la leptina se encontraba alterado ya que bajo condiciones de alimentacion HFD no
se logro reducir la produccién de glucosa hepatica, debido posiblemente a un estado
de resistencia a la leptina a nivel hipotalamico (Abraham, Rasti, Bauer, & Lam,
2018). De acuerdo con las investigaciones antes mencionadas podemos decir que
el paradigma alimentario que utilizamos para generar nuestro modelo de obesidad,
presenta alteraciones metabdlicas de la glucosa, que se traducen en una
intolerancia a la glucosa, misma que podria no ser totalmente dependiente al
metabolismo de insulina, ya que no encontramos alteraciones en la sensibilidad o
en los niveles plasmaticos de esta hormona. Sin embargo, si encontramos un
estado de hiperleptinemia en las ratas HFD (M y H), que en consistencia con lo
descrito en la introduccién y en la seccion de resultados, se debe a un aumento en
la acumulacién de tejido adiposo, y muy probablemente sea este parametro el que
este causando los estados de intolerancia a la glucosa en nuestro modelo.

De la misma forma el aumento en el tejido adiposo, caracteristico en el desarrollo
de la obesidad, promueve alteraciones en el metabolismo de lipidos (Vega & Rico,
2019). Dentro de los pardmetros que utilizamos para caracterizar nuestro modelo
de obesidad, medimos las concentraciones plasméaticas de triacilgliceroles y
colesterol total. Tal como se describi6 en la seccién de resultados, no encontramos
diferencias en las concentraciones ni de triacilgliceroles ni de colesterol total entre
las hembras HFD (H) y las hembras control (h). Sin embargo, los machos HFD (M),
a pesar de no mostrar diferencias en la concentracion de triacilgliceroles con
respecto a los machos control (m), si mostraron niveles estadisticamente mayores
de colesterol total, ya que obtuvieron una concentracion promedio de 1.7 mMol/L,
mientras que los machos control (m) presentaron una concentraciéon de 1.33
mMol/L, es decir, los machos HFD (M) presentan concentraciones 30% mayores
con respecto a los controles para este parametro. Sabemos que en los mamiferos,
el almacenamiento de energia a largo plazo se logra mediante la captacion y
produccion de triacilgliceroles, asi como de colesterol que se almacenanen los
adipocitos, promoviendo una expansion del tejido adiposo en respuesta al exceso
caloérico, como se menciond anteriormente, esta expansion (hipertrofia e
hiperplasia) es una adaptacién fisioldégica que se desarrolla en condiciones de
obesidad (Wang, Tao, Gupta, & Scherer, 2013; Poret, Gaudet, Douglas, &
Primeaux, 2021). Un factor muy importante que interviene en este proceso es la
insulina, ya que esta hormona estimula la captacion de triacilgliceroles en los
adipocitos, contribuyendo a la adipogénesis e inhibiendo la lipdlisis, evitando asi el

83



aumento de los triacilgliceroles plasmaticos (Gonzélez et al., 2018). Tal como
observamos en los resultados de nuestro modelo, ni la concentracién plasmatica y
ni el metabolismo de la insulina se vieron afectados, por lo que haciendo una
correlacion con lo encontrado en la literatura podriamos inferir que las
concentraciones de triacilgliceroles de los grupos HFD (H y M) se mantuvieron
estadisticamente similares a los grupos control (h y m), gracias al efecto de la
insulina. Por otro lado, en diferentes estudios se ha reportado que las dietas altas
en grasas que contienen un mayor aporte de acidos grasos insaturados tienden a
disminuir las concentraciones de colesterol total, mientras que las dietas altas en
grasas con mayor aporte de 4cidos grasos saturados, aumentan los niveles de
colesterol total en plasma (lttichaicharo et al., 2016; Koichiro et al., 2017), tal como
se reporta en un estudio hecho en roedores por Del Pozo y colaboradores en 2017,
quienes demostraron que la proporcion de acidos grasos de la dieta se encontraba
asociada al perfil lipidico de los animales expuestos a ella. (Del Pozo et al., 2017).
De acuerdo con la composicién de nuestra dieta, la proporcién de acidos grasos
saturados e insaturados fue de 1:1 y aunque no encontramos diferencias en la
concentracion plasmatica de colesterol total en las hembras, si encontramos un
aumento significativamente mayor en la concentracién de colesterol total para los
machos HFD (M), a pesar de que la HFD estandarizada para este trabajo no tenia
una mayor proporcion de grasas saturadas, este hallazgo podria estar relacionado
en primer lugar, con el tiempo de exposicién a la dieta, ya que en los trabajos antes
mencionados el tiempo maximo de exposicion al paradigma alimentario fue de 16
semanas, mientras que nuestro modelo de obesidad mantuvo la alimentacion con
HFD durante 18 semanas y en segundo lugar a un posible dimorfismo sexual en el
metabolismo del colesterol.

El conjunto de todos los resultados obtenidos al final del paradigma alimentario, nos
permitieron clasificar a las ratas hembra (H) y macho (M) HFD, como individuos
obesos. Para los fines de este trabajo definimos una condicién de obesidad cuando
los valores en los siguientes criterios fueron significativamente mayores a los grupos
control (m y h): ganancia de peso corporal (M:633+15%, m:578+16.5%;
H:250+5.3%, h:226+5.6%), porcentaje de adiposidad total (M:6.87+0.29%,
m:3.31+0.19%; H:4.87+0.59%, h:2.4+0.32%), glucosa basal (M:107.6+1.9mg/dl,
m:87.6£2.5mg/dl; H:101.6+1.8mg/dl, h:83.3+1.4mg/dl) intolerancia a la glucosa
(M:33.6+1.6x103, m:27.7+3.1x103; H:28.5+1.4x103, h:23.2+0.6x103) y leptina
plasmatica(M:2.94+1.3ng/ml, m:1.03+0.25ng/ml; H:6.7+1.5ng/ml, h:1.6£1.2ng/ml).
Una vez que determinamos los parametros de nuestro modelo de obesidad en ratas
Wistar machos y hembras, el segundo objetivo particular de este trabajo fue
determinar el efecto de esta patologia sobre la histologia de las glandulas salivales
mayores (parétida, submandibular y sublingual). Para cumplir con ello, analizamos
los porcentajes de peso de estos Organos secretores y posteriormente realizamos
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una cuantificacion de los diferentes acinos que los componen, mediante un
protocolo de cuantificacion que fue estandarizado en el laboratorio para estos fines.

Como mencionamos en la introduccién, la funcién principal de las glandulas
salivales mayores es la produccion de la saliva, un liquido acuoso que contiene
enzimas, electrolitos y moco, que a su vez mantiene la homeostasis e inicia el
proceso de digestion en la cavidad oral (Amano, Mizobe, Bando & Sakiyama, 2012).
Sin embargo, se ha reportado en estudios previos que la fisiologia e histologia de
estos Organos se ven afectadas durante el desarrollo de la obesidad. Para este
trabajo, el analisis del porcentaje de peso para las glandulas salivales parétidas, no
mostré diferencias significativas entre los machos HFD(M) y los controles (m). Sin
embargo, las hembras HFD (H) presentaron un porcentaje de peso con respecto al
peso corporal promedio de 0.24% que en comparacion con el 0.32% de las hembras
control (h), representd una atrofia del 25% de las glandulas parétidas de las
hembras HFD. Sorpresivamente, al realizar la cuantificaciéon de acinos serosos que
componen a la glandula parétida (GSP), observamos que no se registraron
diferencias en el numero de acinos entre las hembras HFD (H) y las control (h),
mientras que los machos HFD (M), a pesar de no mostrar diferencias en el
porcentaje de peso de la GP, presentaron en promedio 378.1 acinos serosos por
campo, un numero que superé en 1.3 veces la cantidad de acinos serosos presentes
en las glandulas parétidas de los machos control (m), quienes obtuvieron 280.6
acinos serosos por campo. En un estudio donde se evalué el efecto de la dieta alta
en grasas sobre el funcionamiento de las glandulas salivales de ratas hembra, se
describe que aunado al aumento en los niveles plasmaticos de diversos marcadores
metabdlicos como la leptina, se observa un decremento en el tamafio de las
glandulas salivales (Rodrigues, et al., 2015). Por otro lado, también se ha reportado
en modelos murinos que en condiciones de hiperleptinemia se observa un
decremento en el tamafio de las glandulas salivales como resultado de un aumento
y desregulacién de las funciones normales del tejido adiposo (Higa et al., 2002 &
Schapher et al., 2009). Estos hallazgos concuerdan con nuestros resultados de
porcentaje de peso de la glandula parétida, donde las hembras HFD (H),
presentaron una disminucion del 25% al mismo tiempo que cursaban con
hiperleptinemia. Asimismo, en 2018, Lamy y colaboradores, demostraron que en un
modelo de hiperleptinemia inducida en ratas, se produjo una disminucién en el
tamafio y numero de acinos serosos de las glandulas parétidas (Lamy et al., 2018).
Sin embargo, contrario a lo reportado por Lamy, nuestros resultados no muestran
una disminucién en el numero de acinos serosos para las glandulas parétidas de
estas hembras HFD(H). Hipotetizamos que, muy probablemente esta atrofia en el
porcentaje de peso de las glandulas parétidas pueda estar determinado por una
reduccion en el tamafio de los acinos y no se encuentre directamente relacionada
al nimero de estos, aunque es necesario realizar posteriormente una evaluacion
del tamafio acinar para poner a prueba esta hipétesis. Por otro lado, una
investigacion reciente de Kolodziej y colaboradores (2017), mostré que la
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exposicién prolongada a una dieta alta en grasas provoca un aumento en el tamafio
de las glandulas parétida y submandibular de ratas macho, debido a la infiltracion
de adipocitos en estos 6rganos, que a su vez alteran su funcionamiento y
disminuyen la tasa de flujo salival en estos animales (Kolodziej et al., 2017). Estas
investigaciones nos permiten plantear que si bien es cierto que contrario a lo
reportado, en nuestros resultados los machos HFD (M), presentaron un aumento
del 30% en el numero de acinos serosos de la glandula parétida con respecto al
control (m), estas diferencias no reflejaron cambios en el porcentaje de peso de las
glandulas parétidas, posiblemente es necesario, al igual que en las hembras,
realizar un estudio a futuro sobre el tamafio de los acinos para poder determinar si
posiblemente este sea un factor determinante. Asimismo, tal como se menciona en
la literatura el aumento de la glandula parétida puede estar determinado por la
infiltracion adiposa. Sin embargo, el analisis histolégico tampoco muestra una
infiltracion relevante de adipocitos en esta glandula. Estos resultados, nos permiten
inferir que el efecto de la obesidad inducida por una exposicion prolongada a una
dieta alta en grasas (HFD 59.5% lipidos), afectdé el tamafio y la composicién
histoldgica de las glandulas parétidas, de manera dependiente del sexo. Siendo las
hembras, las mas afectadas, ya que se generé una atrofia de la GSP.

En cuanto al andlisis de porcentaje de peso para el paquete glandular
submandibular-sublingual, no registramos diferencias entre los grupos HFD (M y H)
con respecto a sus homologos NFD (m y h). Este resultado es consistente con la
cuantificacion de acinos mucosos de la glandula sublingual (GSL), en la que
tampoco hubo diferencias entre los grupos HFD (M y H) con respecto al nimero de
acinos mucosos de las GSL en las ratas control (m y h). Sin embargo, la evaluacion
del numero de acinos en la glandula submandibular (GSM), presenté diferencias
significativas Unicamente en el nimero de acinos mucosos y solamente en las
hembras, donde las HFD (H) presentaron 37.5 acinos mucosos por campo, una
cantidad que representé un 23.7% por debajo del nimero de acinos mucosos en las
hembras control (h), quienes presentaron 49.2 acinos por campo. Nuestros
resultados se corresponden con el trabajo de Hamed y colaboradores en 2021,
quienes realizaron un analisis sobre los cambios histologicos de las glandulas
sublinguales y submandibulares de ratas Sprague-Dawley alimentadas con una
dieta alta en grasas. En este estudio reportaron que la glandula submandibular
presentd una disminucién en el numero de acinos (entre Serosos y mucosos),
mientras que las glandulas sublinguales no presentaron cambios en el nimero de
acinos. Este mismo efecto lo encontramos en este trabajo en las glandulas
submandibulares y sublinguales de las ratas Wistar HFD (M y H), donde la obesidad
no mostré una alteracién en el porcentaje de peso del paquete conformado por
ambas glandulas (GSL y GSM). Asimismo, el nimero de acinos mucosos de las
glandulas sublinguales no fue diferente entre los animales HFD (M y H) y los
controles (m y h). Nuestros resultados indican que la obesidad tiene un efecto
diferencial en el numero de acinos serosos y mucosos de la glandula
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submandibular, promoviendo asi una disminucion del tipo mucoso de manera
dependiente del sexo, ya que solo se encontr6 este efecto en hembras.

Del disefio y desarrollo, asi como de los resultados en nuestro modelo de obesidad
de ratas Wistar hembra y macho, podemos destacar principalmente dos aspectos:
1) con base en la revision bibliografica que hicimos, es la primera vez que se realiza
un analisis comparado de la histologia de las tres glandulas salivales mayores (GP,
GSM y GSL) en un mismo modelo de obesidad en ratas Wistar y 2) pudimos
describir las alteraciones de cada glandula para ambos sexos, bajo las mismas
condiciones experimentales en cuanto a la composicion de la dieta alta en grasas,
asi como el tiempo de exposicion a la misma. Estos dos aspectos nos permiten
proponer que, de manera global, muy probablemente existe un dimorfismo sexual
en los efectos de la obesidad sobre la histologia de las glandulas salivales mayores.

La evidencia expuesta anteriormente, nos llevo a preguntarnos sobre la posibilidad
de que los efectos de la obesidad en las ratas Wistar HFD hembra y macho (FO0),
podrian reflejarse también en sus crias (F1), mediante un efecto intergeneracional
promovido por la exposicion a un ambiente obesogénico parental. Esta interrogativa
surgi6 de la ya documentada plasticidad del desarrollo y la hipétesis de los origenes
tempranos de la salud y la enfermedad (DOHaD) propuesta por Baker en 2007,
donde se sugiere que las exposiciones ambientales transitorias experimentadas en
la vida temprana pueden tener efectos a corto y largo plazo. Por lo tanto, podria
existir el riesgo de desarrollar o de ser propenso a la obesidad, debido a un
metabolismo programado por el ambiente prenatal en el que se desarrolla un
individuo (Baker, 2007 & Strakovsky et al., 2015).

De acuerdo con nuestros resultados y con base en los parametros de obesidad
establecidos para la generacion FO, pudimos determinar que la generacion F1 de
crias, tanto de madres obesas (H) como de padres obesos (M), no desarrollaron
esta patologia. Sin embargo, detectamos que la generacion de ratas F1, presentd
pardmetros somatomeétricos y metabdlicos alterados, asi como anomalias
histol6gicas en las glandulas salivales parétidas, aun cuando durante toda su vida
estos animales fueron alimentados con una dieta estdndar (NFD).

Al analizar la ganancia de peso de la generacion F1, observamos que la obesidad
materna no generd cambios significativos en las crias hembra (Hm) ni macho (Hm).
Contrario a esta observacion, el efecto de la obesidad paterna si gener6 una pérdida
significativa de peso tanto en las crias hembra (Mh) como en las ratas macho (Mm)
con respecto a sus grupos control (mh y mm) al final de la ventana de seguimiento
(18 SPN). En las SPN 11, 14, 16, 17 y 18 de la cinética de peso detectamos
porcentajes significativamente menores en las hijas de padres obesos (Mh) respecto
a las hijas de padres en normopeso (mh), acumulando asi una pérdida del 12.3%
de peso en comparacion con las hembras de padres normopeso. Por su parte, los
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hijos de padres obesos (Mm), presentaron una cinética similar a la de hembras (Mh),
donde, desde la SPN 11 mostraron porcentajes de peso menores a los hijos de
padres normopeso (mm), esta diferencia persistio en las SPN 14, 15, 17 y 18, lo que
se resume en una pérdida total del 14% de peso comparado con el porcentaje en
los hijos de padres normopeso (mm).

Asimismo, al igual que en la generacion FO, nos interesé evaluar la composicion
corporal de la generacion F1 en términos de la adiposidad total, analizando el
porcentaje de TAV y TASC. Los resultados mostraron que ni la obesidad materna,
ni la paterna mostraron efectos significativos sobre la cantidad de tejido adiposo.

Interesantemente, la obesidad paterna tampoco tuvo efectos sobre el IMC o la
circunferencia abdominal de las crias F1. Estos resultados se corresponden con los
encontrados en un estudio previo donde se analizé a la progenie femenina de ratas
macho obesos y no se reportaron diferencias significativas en los pardmetros
somatomeétricos (Sheau-Fang, et al., 2010). Estos hallazgos nos permiten sugerir
que si bien la obesidad paterna presenté una pérdida de peso en la progenie
masculina y femenina, no hubo diferencias en los deméas parametros y haciendo
énfasis en la adiposidad, es relevante destacar, que si bien no hay diferencias
estadisticas si hay una tendencia tanto en las crias hembra como en machos a
presentar porcentajes mayores de TAV y adiposidad total, un fenémeno que fue
marcado Yy significativo en los machos HFD (M) FO, por lo que esta disminucion de
peso, podria estar asociada a otro tipo de tejido o posiblemente la ventana de tiempo
que determinamos para el andlisis de la generacion F1, no nos permite visualizar la
posibilidad de que més tarde en el desarrollo se pudiera generar un aumento en la
ganancia de peso.

En cambio la obesidad materna a pesar de no presentar diferencias significativas
en la ganancia de peso, si tuvo efecto sobre el IMC de su progenie masculina (Hm),
ya que estos machos presentaron un indice de 0.78g/cm?, que fue 7% mayor que
en las crias machos (hm) de madres normopeso, quienes obtuvieron un indice de
0.71g/cm?. Este resultado se relaciona con lo encontrado en estudios anteriores en
roedores, en donde se observé que las madres con obesidad inducida por dietas
altas en grasas, gestan crias que ademas de presentar alteraciones metabdlicas,
muestran un aumento significativo en el IMC después del destete (Samuelsson et
al., 2008 & Chen, Simar, Lambert, Mercier, & Morris, 2008). Ademas, en relacién a
nuestros resultados de ganancia de peso, en el trabajo de Parlee y colaboradores
(2014), se concluyé que, si bien la obesidad materna se ha relacionado
positivamente con un aumento en el peso de las crias, parametro predictor de
diferentes trastornos metabdlicos, no es una condicion necesaria para que se
desarrollen alteraciones como la hiperglucemia e hiperinsulinemia ya que estos
trastornos metabdlicos se pueden desarrollar sin que se registren cambios de peso
corporal en la progenie (Parlee, Ormond, & MacDougald, 2014).
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En este trabajo mostramos que la obesidad parental tuvo efectos adversos sobre el
metabolismo de la glucosa en la progenie masculina (Hm y Mm) pero no en la
femenina (Hh y Mh). Tanto los machos hijos de madres obesas (Hm) como los
machos hijos de padres obesos (Mm), presentaron estados de intolerancia a la
glucosa, aunque Unicamente la obesidad materna mostro diferencias significativas
en la glucemia basal de su progenie. Las crias machos de madres obesas (Hm)
presentaron niveles elevados de glucemia basal (88 mg/dL) respecto a los machos
hijos de madres con normopeso (83.1mg/dL), estos datos indicaron un estado de
hiperglucemia producto de la obesidad materna. Sin embargo, los resultados
observados en la prueba de tolerancia a la glucosa para crias macho de madres o
padres obesos (Hm y Mm), indicaron alteraciones en el metabolismo de este
carbohidrato. En cuanto a los machos hijos de madres obesas (Hm), en la cinética
de respuesta al estimulo de glucosa exdgena encontramos porcentajes de glucosa
significativamente mayores en los tiempos 15, 90 y 120 min, mientras que los
machos hijos de padres obesos (Mm) presentaron porcentajes de glucosa
significativamente mayores en los tiempos 15, 30 y 120 min, con respecto a los
porcentajes de glucosa de sus respectivos controles (hm y mm). De la misma forma
que en las ratas obesas de la generacion FO (H y M), los datos registrados para la
generacion F1 indicaron un metabolismo de la glucosa alterado (Muhammad,
Tamam, Nibal, & Defronto, 2008). Mediante el analisis del area bajo la curva (AUG)
observamos que el metabolismo de la glucosa pareciera estar alterado en mayor
medida por un efecto de la obesidad materna que por el de la obesidad paterna.
Esta observacién se apoya en los datos que muestran que los machos hijos de
madres obesas (Hm) presentaron un AUG 23.4% mayor que sus controles (hm),
mientras que los machos hijos de padres obesos (Mm), superaron a las crias control
(mm) solo en un 20%.

Siguiendo la hipétesis de los origenes tempranos de la salud y la enfermedad
(DOHaD), nuestros resultados sobre el metabolismo de la glucosa se podrian
explicar gracias a los hallazgo del trabajo de Hai-Yan y colaboradores, en el cual
determinaron que las crias de padres obesos alimentados con una dieta alta en
grasas (HFD 60% lipidos) mostraron estados de hiperglucemia, tal como nuestros
resultados para (Mm), debido a que las células germinales de los padres obesos
presentaban una metilacion en los genes Igf2/H19, la cual contribuyé a una
expresion elevada de la enzima fosfoenol-piruvato-carboxicinasa (PEPCK), clave
en la gluconeogénesis. Ellos demostraron que esta alteracion fue improntada en la
descendencia y por lo tanto se observan niveles alterados de la glucosa plasméatica
(Hai-Yan et al., 2021). Actualmente se sabe que los espermatozoides transportan
moléculas de ARN no codificantes que tienen la capacidad de modular la metilacién
del ADN, por lo tanto, al momento de la fusion del nucleo celular espermatico con el
del ovocito, estos ARN podrian estar improntando diversas condiciones en su
descendencia (Fullston, et al., 2013 & Zhang, Shi, Rassoulzadegan, Tuorto, & Chen,
2019).
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En cuanto a los efectos de la obesidad materna con respecto a los niveles de
hiperglucemia que detectamos en las crias macho de madres obesas (Hm), se
podrian explicar gracias a la informacion reportada en el trabajo de Cerf y
colaboradores (2007) en el que se muestra que, la obesidad materna de ratas Wistar
inducida por ingesta de una dieta alta en grasas durante la gestacion, tiene un efecto
sobre la poblacion de las células beta pancreaticas de las crias hembra y macho.
Se describe, que durante las primeras tres semanas de vida de las crias se reduce
significativamente el namero de células beta, lo que conlleva a una secrecion
deficiente de insulina y por lo tanto a estados alterados en la glucemia basal y en el
metabolismo de la glucosa. Esta disminucion de células beta pancreéticas aumenta
semanas después del destete hasta alcanzar cifras similares al control,
interesantemente, se reporta que a pesar de ello los estados de intolerancia a la
glucosa prevalecen en estas crias (Cerf, Williams, Chapman, & Louw, 2007).
Finalmente, postulan que esto se pudiera explicar debido a una disfuncién de las
células beta en la produccion de insulina. Asimismo, un estudio posterior del equipo
de Cerf, mostré que la misma alimentacion con la dieta alta en grasas en ratas
Wistar hembra durante la gestacion o la lactancia también gener6 estados de
intolerancia a la glucosa en la descendencia desde el destete (Cerf & Louw, 2010).
De acuerdo con nuestros resultados y la literatura antes citada, podemos mencionar
que nuestro modelo de obesidad parental, mostr6 un efecto diferencial dependiendo
del sexo de las crias, es decir, sin importar si la obesidad estaba presente en la
madre (H) o en el padre (M), las crias afectadas metabdlicamente siempre fueron
los machos de la generacion F1.

En resumen, el modelo de obesidad intergeneracional que aqui presentamos, se
caracteriza por tener efectos distintos debido a si el padre o la madre era portador
de la obesidad. Por un lado, los efectos de la obesidad materna Unicamente se
vieron reflejados en la progenie masculina (Hm), estos machos comparados con los
machos descendientes de madres con normopeso (hm), presentaron un aumento
del 7% en el IMC, un aumento del 6% en los niveles de glucosa basal e intolerancia
a la glucosa determinada por un aumento del 23.4% en la cuantificacion del area
bajo la curva de respuesta. Y, por otro lado, la obesidad paterna se caracterizd por
una disminucion del 12% de peso en las hembras (Mh) y del 14% de peso en los
machos (Mm) comparados con las crias (mh y mm) de padres con normopeso,
reflejo intolerancia a la glucosa, Unicamente de su progenie masculina (Mm),
determinada por un aumento del 20% en la cuantificacion del area bajo la curva de
respuesta con respecto a los machos descendientes de padres con normopeso
(mm).

Al mismo tiempo, estos datos nos hablan de un dimorfismo sexual en la adaptacion
de la progenie al estrés de un ambiente obeso, ya que los machos se vieron mas
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afectados independientemente de si la obesidad estaba presente en la madre o0 en
el padre.

Una vez que determinamos las alteraciones somatométricas y metabdlicas en la
generacion F1, producto de la obesidad parental, nos dimos a la tarea de averiguar
si las alteraciones en las glandulas salivales mayores que encontramos en la
generacion FO de ratas obesas (M y H) podrian haber sido improntadas en la
generacion F1. Nuestros resultados muestran un efecto diferencial entre la obesidad
paterna y materna sobre las glandulas salivales mayores, ya que, mientras la
obesidad materna no tuvo efectos sobre el porcentaje de peso de ninguna de las
tres glandulas salivales (parétida y el paquete submandibular-sublingual), ni en el
namero de acinos, ni en la estructura histoldgica; la obesidad paterna si mostré un
efecto sobre la glandula parétida, tanto de su progenie femenina (Mh) como
masculina (Mm). Al analizar estos resultados descubrimos que las crias de padres
obesos (Mh y Mm) presentaron glandulas parétidas de mayor tamafio con respecto
a la descendencia de hembras o machos de padres normopeso (mh y mm).
Especificamente, las hijas de padres obesos (Mh) mostraron un porcentaje de peso
de las glandulas parétidas 37.9% mas que el porcentaje que obtuvieron las hijas de
padres con normopeso (mh). Este mismo efecto se observé en los machos, aunque
para este sexo la diferencia fue mayor, ya que las crias machos (Mm) superaron el
porcentaje de peso de las glandulas parétidas de los hijos de padres con normopeso
(mm) en un 50%. En concordancia con estos resultados, al analizar el nUmero de
acinos serosos presentes en las glandulas parétidas de las crias macho (Mm),
observamos un aumento del 23.8% de acinos serosos por campo con respecto a
los machos hijos de padres normopeso (mm). De la misma manera, las hembras
hijas de padres obesos (Mh) presentaron un 15.6% mas de acinos serosos por
campo que el porcentaje encontrado en las hembras hijas de padres normopeso
(mh). Sin embargo, este ultimo resultado no alcanzé una significancia estadistica.
Finalmente, la obesidad paterna no registré ningun efecto sobre el porcentaje de
peso, el nimero de acinos serosos, ni la estructura histologica del paquete
submandibular-sublingual. En estudios clinicos de humanos, se ha demostrado que
la obesidad en nifios y jovenes se correlaciona positivamente con una alta incidencia
de patologias bucales tales como la caries, la enfermedad periodontal y la
xerostomia (Touger & Mobley, 2003; Kelishadi et al., 2010). Asimismo, el desarrollo
de estas patologias podria estar relacionado con alteraciones en la estructura y
funcién de las glandulas salivales, ya que son érganos que se ven afectados durante
la obesidad (Higa et al., 2002; Schapher et al.,, 2009; Rodrigues, et al., 2015;
Kolodziej et al., 2017 & Lamy et al., 2018).

Los resultados que obtuvimos en la generacion F1, nos indicaron que estas ratas
no cursaban con obesidad. Sin embargo, la obesidad paterna tuvo efectos sobre las
glandulas salivales mayores, especificamente en la glandula parotida, dénde
observamos un aumento de tamafio de este drgano tanto en hembras (Mh) como
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en machos (Mm). Es importante destacar que Kolodziej y colaboradores (2017),
mostraron que el tamafio de las glandulas parétida y submandibular de ratas podria
estar aumentado debido a la infiltracion de adipocitos en estos 6rganos, aunque de
acuerdo con los andlisis histolégicos, no encontramos infiltracion de adipocitos en
las glandulas parétidas de los machos (Mm) o hembras (Mh) afectados. Por otro
lado, encontramos que al menos en machos (Mm), el nimero de acinos serosos por
campo de las glandulas parétidas fue significativamente mayor (23.8%) con
respecto a su grupo control (mm), de igual manera las hembras (Mh) presentaron
un porcentaje mayor (15.6%) de estos acinos con respecto a su grupo control (mh)
aunque este Ultimo resultado no alcanzo diferencia estadistica, proponemos que el
aumento en el porcentaje de peso de las glandulas parétidas puede estar
positivamente asociado al aumento en el nUmero de acinos. Tal como se menciond
anteriormente existen mecanismos de impronta genética que modulan el
comportamiento fisioldgico en los individuos expuestos a ambientes adversos como
es la obesidad paterna (Fullston, et al., 2013 & Zhang, Shi, Rassoulzadegan, Tuorto,
& Chen, 2019). De acuerdo con los resultados aqui mostrados, estos mecanismos
de impronta genética podrian estar afectando posiblemente el ciclo celular de los
acinos serosos. Sin embargo, para poder probar esta hipétesis seria necesario
indagar sobre las marcas epigenéticas reportadas que afectan el ciclo celular y
comprobar si estas se encuentran en nuestro modelo. Por otro lado, seria deseable
realizar un modelo, donde la generacién F1 continuara con una alimentacion HFD
para mimetizar las conductas humanas y potenciar los efectos de la alimentacion.

La importancia de desarrollar este tipo de modelos es sumamente relevante en la
identificacion de los factores que intervienen en las alteraciones tanto del desarrollo
de la obesidad, como de las patologias asociadas a esta condicion. Asimismo, los
resultados generados en este trabajo sirven de antecedente para la acumulacion de
evidencias en ciencia béasica que puedan en un futuro aportar a entender los
procesos patolégicos asociados a la obesidad en los problemas clinicos de la salud
oral, y por lo tanto llevar al desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas al
restablecimiento del funcionamiento éptimo de las glandulas salivales en individuos
con sobrepeso y/u obesidad.
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Xl CONCLUSIONES

1. Se establecié un modelo de obesidad en ratas Wistar hembra y macho mediante
la aplicacion de un paradigma alimentario de 18 semanas, utilizando una dieta
alta en grasas con un 59.5% de aporte caldrico proveniente de lipidos, en una
proporcién 1:1 de acidos grasos saturados y monoinsaturados.

2.La obesidad en las hembras (H) se caracteriz6 mediante una ganancia en el peso
corporal del 24%, un aumento del tejido adiposo total del 2.5%, un incremento de
la glucemia basal del 22%, asi como por presentar intolerancia a la glucosa (23%
AUC) y cursar con hiperleptinemia.

3.La obesidad en los machos (M) se caracteriz6 mediante una ganancia en el peso
corporal del 55%, un aumento del tejido adiposo total del 3.6%, un incremento de
la glucemia basal del 23%, asi como por presentar intolerancia a la glucosa (36%
AUC) y cursar con hiperleptinemia e hipercolesterolemia (30%).

4.La obesidad en las hembras (H) promovi6 una atrofia del 25% en el peso de las
glandulas salivales parétidas y al mismo tiempo una disminucion del 23.7% en los
acinos mucosos presentes en las glandulas salivales submandibulares.

5.La obesidad en los machos (M) generé un aumento del 30% en el nimero de
acinos serosos de las glandulas salivales parétidas.

6. El efecto de la obesidad materna (H) sobre su descendencia (F1), Gnicamente se
manifestd en las crias macho (Hm) mediante un aumento del 9% en el IMC, un
incremento del 6% en la glucemia basal y una intolerancia a la glucosa (23%
AUC).

7.El efecto de la obesidad paterna (M) sobre su descendencia (F1) se manifesto en
las crias hembra (Mh) Uunicamente con una pérdida de peso corporal del 12%;
mientras que en las crias macho (Mm) se manifesté con una pérdida en el peso
corporal del 14% y una intolerancia a la glucosa (20% AUC).
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8.La obesidad materna no generé ningun cambio en las glandulas salivales
mayores su progenie (Hh y Hm).

9. En contraste, la obesidad paterna produjo un aumento en el peso de las glandulas
parétidas de las crias hembra (Mh) y macho (Mm) del 37,9 y 50%
respectivamente. Asi como un aumento del 23.8% en el numero de acinos
serosos presentes en las glandulas parétidas de la progenie masculina (Mm).
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Xl PERSPECTIVAS

1. Determinar en ratas Wistar hembra y macho de la generacion FO si existe
una diferencia en la tasa de flujo salival (ml/min) anterior (3 SPN) y posterior (22
SPN) a la aplicacion del paradigma alimenticio entre las ratas HFD y su grupo control
(NFD)

2. Analizar la composicion de la saliva anterior (3 SPN) y posterior (22 SPN) a
la exposicion de la dieta alta en grasas en ratas Wistar hembra y macho de la
generacion FO.

3. Determinar si existen cambios en el perfil hormonal de las ratas Wistar
hembra y macho de las generaciones FO y F1.

4. Cuantificar los receptores de leptina (Ob-Rb) en las glandulas salivales
mayores de las generaciones FO y F1.

5. Evaluar los posibles cambios en la ultraestructura (vacuolas y mitocondrias)
de los acinos de las glandulas salivales mayores de las generaciones FO y F1.
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