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RESUMEN

La obesidad materna condiciona alteraciones metabdlicas en la descendencia, asi como mayor
incidencia enfermedad cardiovascular. El tipo de nutricidon que reciban las crias en la etapa
posnatal, podria potenciar las alteraciones condicionadas por la programacién fetal. La
expresion y activacion del sistema apelinérgico (APLN/APLNR), ha demostrado tener efectos
benéficos al hacer reversibles las alteraciones asociadas a la obesidad. El flavonoide (-)-
epicatequina ha demostrado también sus efectos benéficos sobre estas alteraciones,
modificando la expresion del sistema apelinérgico y compartiendo algunas vias efectoras con el
sistema apelinérgico.

En este estudio, se evallo la expresion de Apln / Apinr en el tejido cardiaco y tejido adiposo
visceral de ratas F1 de la cepa Wistar descendientes de madres obesas (MQ) alimentadas con
dieta alta en grasas (HFD) tratadas con el flavonoide (-)-epicatequina (Epi o E).

En tejido cardiaco, el grupo MO + HFD + E , mostrd incremento significativo en la expresién de
Aplin y del receptor Apinr. Por su parte, el receptor Apinr en tejido cardiaco, ademas de su
incremento en el grupo MO + HFD + E, se observé también incrementado de forma destacable en
el grupo HFD + E.

En tejido adiposo, se observé un incremento destacable en la expresion de Apln/Apinr en el grupo
MO + E, aunque sin significancia estadistica con el resto de los grupos. En el grupo MO + HFD +E,
la expresién de Apinr se observd marcadamente disminuida respecto al resto de los grupos
intervenidos con Epi. La Epi podria representar una intervencién terapéutica de interés con
efectos protectores cardiacos y metabdlicos para los descendientes de madres con obesidad, que

estd expuestas a una dieta obesogénica alta en grasas.



1. INTRODUCCION

La obesidad representa un desafio global en materia de salud publica, ya que las complicaciones
a las que se asocia afectan considerablemente la calidad y esperanza de vida de la poblacién. De
acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2022, la prevalencia de obesidad para ese
afio en ambos sexos fue del 36.9%, siendo mayor en mujeres (41%) que en hombres (32.3%)
(Campos-Nonato y cols., 2023). De todos los grupos de edad afectados, las mujeres en edad
reproductiva (20 a 49 afios) representan un segmento poblacional de interés cuya prevalencia de
obesidad continta en incremento de forma importante (Campos-Nonato y cols., 2023).

La obesidad se caracteriza por un exceso de tejido adiposo, cuyo crecimiento se ve favorecido por
un aumento excesivo en el almacenamiento energético (Purnell y cols., 2023). Los adipocitos
tienen la capacidad de expandirse a través de dos mecanismos: hiperplasia e hipertrofia. La
hipertrofia particularmente favorece el desarrollo de hipoxia tisular local debido al rdpido
incremento en el tamafio de las células y las altas demandas de oxigeno que no son alcanzadas
por nuevos vasos sanguineos en formacién, favoreciendo aumento del estrés oxidativo e

inflamacién (Choe y cols., 2016).

Se ha descrito que la presencia de comorbilidades que acompafan a la obesidad tiene diversos
factores fisiopatoldgicos en comun, entre los que destacan resistencia a la insulina, desregulaciéon
en la secrecion de diversas adipocinas e incremento de citocinas proinflamatorias que favorecen

un proceso inflamatorio crénico de bajo grado (Avgerinos y cols., 2019).



1.1 Programacion Fetal

Las madres con obesidad tienen mayor riesgo de presentar complicaciones asociadas al embarazo

y al parto, y sus descendientes tienen mayor riesgo de padecer obesidad desde edades tempranas

(Reynolds y cols., 2010; Vasudevan y cols., 2011); lo anterior es debido a los cambios adaptativos

al entorno metabdlico al que se expone el feto durante su desarrollo, proceso denominado

programacion fetal (Gluckman y cols., 2005; Reynolds y cols., 2019).

Se han descrito diversos mecanismos que intervienen en la programacion fetal (Reynolds y cols.,

2019; King y cols., 2020), entre los que destacan los siguientes:

a)

c)

d)

Alteracion de la barrera placentaria: Dada por la remodelacién de las arterias espirales
gue condiciona dafio mecanico e hipoxia (Cobellis y cols.,2007).

Exposicion incrementada a glucocorticoides (GC): El estrés oxidativo y la alteracion de la
barrera placentaria puede favorecer incremento de los GC circulantes fetales, mismos que
podrian favorecer retraso del crecimiento, intolerancia a la glucosa y dafio endotelial. Esto
podria favorecer el desarrollo de resistencia a la insulina e hipertensién arterial en la etapa
adulta.

Alteraciones del eje hipotaldmico-hipdfisis-adrenal: La desnutricion puede alterar la
actividad de este eje, disminuyendo la retroalimentacidon negativa y aumentando la
produccion de GC por las glandulas suprarrenales fetales.

Alteraciones durante la organogénesis: La macrosomia fetal es mas comin en madres con
obesidad (incluso en ausencia de diabetes) en comparacion con madres sin obesidad,
destacando como mecanismos el incremento en la disponibilidad de nutrientes, la

resistencia a la insulina maternay el consecuente estado de hiperinsulinemia fetal (Jensen



y cols., 2003). El rapido crecimiento fetal puede aumentar aceleradamente la demanda de
oxigeno y nutrientes del que la placenta es capaz de aportar, condicionando mayor estrés
oxidativo (Reynolds y cols., 2013). El feto tiene baja capacidad antioxidante, por lo que un
exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS) podria afectar el desarrollo fetal normal
(Dennery y cols., 2010).

e) Alteraciones epigenéticas: La regulacion por mecanismos epigenéticos comienza a
establecerse desde el desarrollo temprano y guarda relacion con variables como el IMC,
el entorno metabdlico y el entorno nutricional materno. Se han identificado algunos
mecanismos predominantes como son: metilacion del DNA, modificacidon de histonas y

silenciamiento génico asociado a RNA no codificante (Handy y cols., 2011).

1.2 Efecto de la obesidad materna

Los estudios realizados en modelos animales han demostrado que la obesidad materna durante
la gestacion es un determinante importante de alteraciones metabdlicas en la descendencia,
caracterizada por un aumento de tejido adiposo visceral, de triglicéridos séricos, de niveles de
leptina, de insulina, asi como mayor resistencia a la insulina (Nathanielsz y cols., 2013; de los
Santos y cols., 2020). Dichas alteraciones metabdlicas pueden ser parcialmente reversibles
mediante una dieta control, en comparacién con una dieta alta en grasas posterior al destete

(Zambrano y cols., 2010).

De igual forma, Vega y cols., (2015) describieron que la obesidad materna se asocié con un

incrementd en el porcentaje de grasa corporal, niveles de leptina y triglicéridos de la
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descendencia en el dia 36 posnatal, siendo estas alteraciones atenuadas si las madres eran

sometidas a ejercicio antes y durante la gestacion.

Estos efectos de la obesidad materna sobre la descendencia pueden tener variaciones con base
en el sexo de la descendencia, como se observé en otro estudio realizado por Litzenburger y cols.
(2020), en el que se describieron dos fases de programacion metabdlica dependiente del sexo de
las crias de madres con obesidad: Una fase temprana (21 dias posnatal) en la que en las hembras,
se observé mayor cantidad de tejido adiposo corporal total , mayor expresion del RNAm de IL-1y
metaloproteinasa-12, y expresion disminuida del gen de la leptina en comparacién con los
machos. En una fase de analisis tardia (120 dias posnatal), se observé mayor cantidad de tejido
adiposo total en las hembras, sin embargo, el tamafio de los adipocitos y la expresidn de los genes
de IL-1 y metaloproteinasa-12, disminuyeron hasta en un 80% en comparacion con los machos,
gue sugirid menor intensidad de un proceso inflamatorio de bajo grado presente en la obesidad.
Estos cambios de observaron posterior a que todas las crias fueron alimentadas con una dieta
estandar hasta el dia 56 posnatal, destacando el efecto determinante de la obesidad mediada por

programacion (Litzengurger y cols., 2020).

En humanos se ha demostrado la asociacidon que existe entre la obesidad materna y la mayor

incidencia de cardiopatias congénitas y enfermedad cardiovascular desde la etapa neonatal hasta

la etapa adulta (Kankowski y cols., 2022; Matuszak y cols., 2024).

11



Sin embargo, los efectos negativos que tiene la obesidad materna, persisten de forma
independiente al tipo de dieta que tenga la descendencia posterior al destete, como lo mostré un
estudio en el que las crias descendientes de un modelo materno de obesidad, presentaron mayor
cantidad de grasa corporal total, gonadal e epididimaria en comparacién con los descendientes
de madres control en los dias 110, 450 y 650 posnatales, posterior a que todas las crias fueron

alimentadas con una dieta control (Rodriguez-Gonzalez y cols., 2015).

1.3 Efectos de la dieta en la descendencia

Ademads de los efectos demostrados de la obesidad materna sobre la descendencia (obesidad por
programacion), el tipo de nutricién que reciban las crias en la etapa posnatal podria comportarse
como un segundo golpe o estimulo, y potenciar las alteraciones ya condicionadas por la
programacion fetal. Las crias de ratas con obesidad que ademas son alimentadas con una dieta
alta en grasas entre la semana 8 y 16 posterior al destete, muestran mayor cantidad de tejido
adiposo, leptina sérica y resistencia a la insulina en comparacion con las crias de ratas con
obesidad que son alimentadas con una dieta control en esta misma temporalidad, observdandose
el efecto aditivo de la dieta como un segundo estimulo para el desarrollo de estas alteraciones

(White y cols., 2009).

En otro estudio se obtuvieron resultados similares, al observarse que las crias de madres con
obesidad, que ademas fueron alimentadas con dieta alta en grasas (grupo con doble estimulo)
entre los dias 21 y 110 posnatales, mostraron mayor cantidad de grasa corporal e indice de

adiposidad, asi como mayores niveles séricos de glucosa, insulina, leptina y triglicéridos, al
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compararse con las crias de madres con obesidad que recibieron una dieta control. Estos cambios
se observaron también al comparar el grupo de doble estimulo con el grupo de crias de madres
control que solo recibieron dieta alta en grasas como estimulo aislado (Rodriguez-Gonzélez y
cols., 2023).

El tejido adiposo hipertréfico de madres con obesidad y de sus descendientes, presenta expresion
alterada de factores de crecimiento y de citocinas proinflamatorias, asi como de proteinas
especificas secretadas por el tejido adiposo denominadas adipocinas, lo que condiciona a diversas
alteraciones metabdlicas (Lehr y cols., 2012). Una de las adipocinas cuya secrecidn se encuentra
alterada en la obesidad y que ha sido mas recientemente estudiada es la apelina (APLN) (Mehriy

cols., 2023).

2. Apelina y sistema apelinérgico

La APLN es un péptido que se une a su receptor (APLNR o APJ) para ejercer sus funciones
(Tatemoto y cols., 1998). En humanos, el gen Apln se encuentra en el cromosoma Xq25-26.1 y
codifica para una preproteina de 77 aminoacidos (preproapelina), la cual es escindida para dar
lugar a una proproteina de 55 aminodacidos (proapelina) y finalmente diferentes péptidos
biolégicamente activos: apelina-32, apelina-17, apelina-13 y Pyr-apelina-13 (Girault-Sotias y cols.,
2021).

Por su parte, el gen del receptor de apelina Ap/nr, se encuentra en el cromosoma 11q12 y codifica
para una proteina de 380 aminodacidos, siendo parte de la familia de receptores acoplados a
proteina G que poseen en su estructura 7 dominios transmembrana. Fue descubierto en 1993 sin

conocer su funcion ni sus potenciales ligandos, por lo que por algunos anos fue categorizado como
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un receptor huérfano (O'Dowd y cols., 1993). APLNR tiene una estructura similar al receptor de
Angiotensina tipo 1 (AT1R) compartiendo hasta 31% de homologia, sin embargo, la angiotensina

Il no tiene capacidad de unién al mismo (O’Carrol y cols., 2013).

2.1 Efectos de la apelina

La APLN es secretada predominantemente por el tejido adiposo, pero también en otros sitios
como el corazén, pulmones, rifiones, ovarios, testiculos, sistema nervioso central y células
endoteliales (Mehriy cols., 2023). La APLN al unirse a su receptor, participa en diversos procesos
fisioldgicos como la regulacién de los liquidos corporales, la presién arterial, la respuesta
metabdlica al estrés, el control del gasto energético, el metabolismo de los lipidos/glucosa, asi
como la funcién y estructura de tejidos especializados como los adipocitos y las células
miocardicas (Szokodi y cols., 2001; Bertrand y cols., 2015). En el tejido adiposo, la APLN favorece
la captacion de glucosa de forma no dependiente de insulina mediada por GLUT4, incrementa la
biogénesis mitocondrial, potencia la oxidacidn de acidos grasos, regula la sensibilidad a la insulina
y disminuye la lipdlisis y adipogénesis (Liy cols., 2022).

A nivel miocardico se ha descrito su efecto inotrdpico positivo, disminuye el estrés oxidativo,
potencia la biogénesis mitocondrial y la oxidacién de acidos grasos y disminuye el desarrollo de
remodelacion patoldgica cardiaca e insuficiencia cardiaca. En el endotelio vascular posee efectos
vasodilatadores mediados por la fosforilacion de eNOS (Ceylan y cols., 2013; Pang vy cols., 2023).
Se ha observado en modelos murinos que la administracion de APLN favorece la disminucion de
la adiposidad corporal y los triglicéridos séricos, y por otro lado, favorece el incremento en la

temperatura corporal, la oxidacidon de acidos grasos y el consumo de oxigeno, por lo cual los
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ratones carentes de esta adipocina tienen mas adiposidad abdominal y mayores concentraciones
séricas de acidos grasos libres (Yue y cols.,2011; Hanssens y cols., 2016). Debido a estos hallazgos,
los efectos benéficos y protectores a nivel metabdlico y cardiovascular de la APLN han podido ser
mejor comprendidos, por lo que el estudio aquellos factores que pudieran alterar o afectar su
expresion y su secrecidn resultan de alta relevancia. La obesidad y el tipo de dieta son factores
gue pueden impactar negativamente en la expresion del sistema APLN/APLNR o sistema

apelinérgico (Mehriy cols., 2023).

2.2 Expresion del sistema apelinérgico

La expresion tisular de Apin/Apinr puede ser modificada por factores exdgenos como la
composicion de la dieta (Garcia-Diaz y cols., 2007) y el consumo de algunos fitoquimicos naturales
(p.e., (-)-epicatequina) (de los Santos y cols., 2023). Estos a su vez pueden tener efecto sobre
algunos factores enddgenos que modifican la expresion de Apin/Aplnr como son la
hiperinsulinemia (Boucher y cols., 2005), la hormona del crecimiento (GH) (Kralisch y cols., 2007),
el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)(Daviaud y cols., 2006), e incluso componentes de la

pared bacteriana como el lipopolisacarido (Geurts y cols., 2011).

En un estudio realizado por Mehriy cols. (2019), se observé una menor expresion del RNAm de
apelina en tejido ovarico de crias de ratas que habian sido alimentadas con una dieta alta en
grasas durante la gestacion, en comparacion con crias de ratas control (Mehri y cols., 2019).

Por otro lado, en el tejido adiposo de ratas que son alimentadas con una dieta alta en grasas, se

ha observado también incremento en la expresidon de Apln/Apinr (Garcia-Diaz y cols., 2007).

15



De los Santos y cols., (2020) analizaron en ratas macho Wistar el efecto de la obesidad por
programacion sobre algunos parametros metabdlicos, observando que las crias de madres obesas
por una dieta alta en grasas (HFD por sus siglas en inglés “High fat diet”) presentaban mayor
cantidad de grasa visceral, mayor tamafio de los adipocitos, aumento en las concentraciones
séricas de triglicéridos, leptina, insulina y resistencia a la insulina en comparacién con las crias

descendientes de madres control.

Posteriormente, el mismo grupo de investigacion sugirio que esas alteraciones metabdlicas
podrian ser secundarias a cambios en la expresidon de ApIn/Apinr en el tejido adiposo visceral de
las ratas de 245 dias posnatales obesas por programacioén, lo cual conduce a una desregulacién
en las vias intracelulares de la lipdlisis, lipogénesis y adipogénesis (de los Santos y cols., 2023).

Con respecto a la expresion del sistema apelinérgico en humanos, nuestro grupo de investigacion
analizé las proteinas y la expresion de RNAm de APLN y APLNR en tejido adiposo visceral de
individuos con obesidad clase 3 con y sin hipertensidn. Se observé una mayor expresién tanto a
nivel de RNAm como de la proteina de APLN en los sujetos con hipertensién, en contraste, se
observé en este mismo grupo diminucién de la expresion del RNAm de Aplinr, asi como una menor
fosforilacién de la sintasa de oxido nitrico endotelial (eNOS) en comparacién el grupo sin
hipertension. Se concluyd que la disminucion de la actividad del sistema apelinérgico en conjunto
con la menor fosforilacion de la eNOS podria participar en el desarrollo de hipertension y

enfermedad cardiovascular en el contexto de la obesidad (Cano-Martinez y cols., 2023).
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3. Epicatequina

De los factores exdgenos previamente mencionados capaces de modificar la expresién del
sistema apelinérgico, se encuentran algunos fitoquimicos naturales como los polifenoles, cuya
familia mas grande esta representada por una clase de moléculas denominadas flavonoides,
mismos que en los ultimos afios han sido estudiados como coadyuvantes para tratar las

complicaciones que genera la obesidad (Meydani & Hasan, 2010).

Uno de los flavonoides mejor estudiados ha sido la (-)-epicatequina (Epi), que ha demostrado
tener efectos favorables sobre la composicién corporal ya que disminuye el porcentaje de
adiposidad, reduce la presién arterial a través de vasodilatacion mediada por la fosforilacion de
eNOS, aumenta la capacidad oxidativa y disminuye la generacidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Ramirez-Sanchez y cols., 2010; de los Santos y cols., 2019; de los Santos y cols., 2020).

La Epi se encuentra de forma natural en alimentos como el té, el cacao, las uvas, manzanas y
cerezas entre otras frutas (Actis-Goretta y cols., 2012; Ma y cols., 2018). Se compone
estructuralmente por dos anillos aromaticos y un anillo heterociclico que contiene oxigeno
(Figura 1), ademas de poseer grupos hidroxilo que le confieren la capacidad de reaccionar con
especies reactivas de oxigeno (Shay y cols., 2015). La Epi se mantiene estable en el pH 4acido
gastrico y es altamente absorbida en el tracto gastrointestinal entre 6 a 8 horas posteriores a su
ingesta oral, con una biodisponibilidad por via oral de hasta el 78%. Es posteriormente
metabolizada tanto en las células intestinales como en el higado a través de reacciones de fase ll,

principalmente a través de glucoronidacidén y metilacion. La eliminacién es predominantemente
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por la via renal hasta en un 70%, identificandose hasta 20 diferentes metabolitos de Epi en orina,
y el resto es eliminado a través de las heces (Qu y cols., 2021).

OH

HO O oW
4 OH

“10H
OH

Figura 1. Estructura de la (-)-epicatequina
(Portilla-Martinez y cols., 2022).
Se ha demostrado que Epi interactia con receptores como el receptor estrogénico ligado a
proteina G (GPER), y el receptor X de pregnano (PXR) que es un receptor nuclear, sin embargo,
estos no explican la totalidad de todos los efectos conocidos en diferentes tejidos de este
flavonoide, por lo que podrian existir otros receptores con los que podria unirse. Respecto a este
punto, se ha demostrado que la Epi puede comportarse como un ligando de APLNR, estimular la
via PI3K/AKT y de la B-arrestina. Esta ultima via ejerce un efecto regulador negativo sobre este
receptor (Portilla-Martinez y cols., 2022). Asi mismo, se han descrito otros mecanismos de accién
compartidos con la via APLN/APLNR como son incremento de la via MF2, PGCla, PGC1B, AMPK y
mTOR (Castan-Laurell y cols., 2012; Attané y cols., 2012; Vinel y cols., 2018), asi como la
disminucién en la expresién del factor de transcripciéon NF-kB y el TNFa, disminuyendo la
respuesta inflamatoria crénica presente en padecimientos como la obesidad (Vazquez-Prieto y

cols., 2012).
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Por otra parte, se ha descrito que la Epi es un mimético del ejercicio. Nogueira y cols., (2011)
reportaron que la administracién de Epi a una dosis de 1mg/kg dos veces al dia, a dos grupos de
ratas macho adultas de 1 afio de edad (grupo con ejercicio y sin ejercicio), en comparacién con
dos grupos andlogos que solo recibieron agua como vehiculo (grupos sin Epi), fue capaz de
aumentar en forma significativa el rendimiento aerdbico hasta un 50%, asi como una mayor
resistencia a la fatiga muscular. Asimismo, se observé un aumento significativo en los grupos
tratados con este flavonoide de los niveles de proteinas de los complejos de fosforilacion
oxidativa, del volumen mitocondrial, asi como la capilaridad del musculo esquelético al analizarse

cortes histolégicos.

En forma importante, la combinacién de Epi + ejercicio resultd en mayores beneficios que la
administracion aislada de Epi, por lo que se concluyé que la Epi sola o en combinacién con
ejercicio favorece cambios estructurales y metabdlicos en el musculo esquelético que aumenta

el rendimiento y la resistencia al ejercicio (Nogueira y cols., 2011).

3.1 Efectos de la epicatequina en la composicién corporal

Nuestro grupo de investigacion analizé el efecto de la obesidad materna en la descendencia
cuando las crias son alimentadas con dieta control. Para ello, estudiaron ratas macho Wistar de
110 dias posnatales, y se encontrd un incremento significativamente mayor del tejido adiposo
visceral en la descendencia masculina del grupo de obesidad materna en comparacién con la
descendencia de madres del grupo control. En forma importante, se observd que la

administracion de 90 dias con Epi fue capaz de disminuir la cantidad total de tejido adiposo en la
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descendencia masculina del grupo de obesidad materna en comparacién con un grupo de ratas
control sin esta intervencion, destacando el efecto benéfico de este flavonoide en la obesidad

mediada por programacion (de los Santos y cols., 2019).
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Figura 2. Diferencias en peso corporal y grasa total entre un grupo control y dos grupos intervenidos con epicatequina. C = Grupo control, C + Epi
short = Grupo control con epicatequina administrada durante 2 semanas, C + Epi long = Grupo control con epicatequina administrada durante
13 semanas (Tomado de: de los Santos y cols., 2019).

De manera similar, en otro estudio realizado por nuestro grupo se encontrd que las ratas macho
Wistar de 245 dias posnatales descendientes de madres obesas presentaban obesidad por
programacion, y el tratamiento con 15 dias con Epi disminuyé en forma significativa la cantidad
de tejido adiposo visceral, asi como el tamafio de las células del tejido adiposo, esto en
comparacion con ratones que no recibieron esta intervencion. Asimismo, Epi disminuyd los

niveles de insulina, leptina y triglicéridos, asi como el indice HOMA-IR (de los Santos y cols., 2020)

(Tabla 1).
C C + Epi MO MO + Epi
n=8 n=8 n=8 n=8

Glucosa (mM/L) 0.06 +0.77 6.26 +0.30 6.45+0.43 6.48 £ 0.47
Insulina (LU/ml) 63.70+17.83 65.00 + 39.08 136.40 £ 55.20 80.37 £32.95
Colesterol (mg/dL) 55.88 + 10.74 59.25 + 18.08 56.00 + 10.34 58.38 + 12.03
Triglicéridos (mg/dL) 106.10 + 20.33 104.60 +9.28 187.00 £ 41.49 106.10 + 25.49

Leptina (ng/ml) 10.13+3.54 13.40+£6.92 27.78 + 8,66 18.95 +5.59
HOMA-IR 16.72 +5.77 17.25+9.98 37.43+14.47 22.34 £9.56

Tabla 1. Pardmetros bioquimicos entre grupos de estudio tratados y no tratados con epicatequina. Valores expresados en media+DE. C = ratas
alimentadas con dieta control, C + Epi= ratas alimentadas con dieta control tratadas con Epi, MO = ratas descendientes de madres con obesidad,
MO + Epi = ratas descendientes de madres con obesidad tratadas con Epi. (Tomado de: de los Santos y cols., 2020)
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Los mecanismos propuestos para la accion que tiene (-)-epicatequina para disminuir el tejido
adiposo visceral y mejorar el perfil metabdlico, es a través del aumento de la expresion del
sistema apelinérgico (Apln y Aplinr) y la forma fosforilada activa de AMPKa; asimismo, modifica el
nivel de expresion o forma activa de proteinas involucradas en la lipdlisis, lipogénesis y
adipogénesis en el tejido adiposo retroperitoneal de los descendientes machos de madres obesas

(de los Santos y cols., 2023).

En forma adicional, de los Santos y cols., (2022), analizaron el efecto de la (-)-epicatequina en
ratas macho Wistar de 110 dias posnatales descendientes de madres con obesidad que ademas
recibieron una dieta alta en grasas (modelo con doble estimulo). Los investigadores demostraron
gue la administracidon de Epi disminuy¢ significativamente la cantidad de grasa corporal total y
visceral en comparacién de los descendientes con las mismas caracteristicas pero que no

recibieron el tratamiento con este flavonoide (Tabla 2).

C CHF CHF + Epi MO MOHF MOHF + Epi
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4

Peso corporal (g) 448.8 £ 22.6 585.5+42.3 508.7+32.4 451.4+12.1 612.7+6.3 540.2 £ 29.3
Grasa total (g) 174+1.1 58.3+13.4 38.9+8.1 25.9+4.6 67.1+5.4 49.1+3.0
Grasa retroperitoneal (g) 6.4%0.7 26.2+6.1 15.7+3.7 11.4+2.3 30.9+2.8 229+2.0
Grasa gonadal (g) 73111 21.1+5.8 14.7+2.5 8.6%1.8 21.4+3.0 16.2+1.4
Grasa mesentérica (g) 2.6+05 73+21 5.6+2.2 3.8+0.7 9.7+1.6 6.7+1.0
Grasa pancredtica (g) 0.7+0.2 2.8+0.9 2.2+04 1.5+0.2 42+1.1 25+04
Indice de adiposidad 3.9+0.2 99120 76+14 57+1.0 109+£0.9 9.1+£0.6
visceral (%)

Tabla 2. Determinaciones de peso y grasa corporal en diferentes compartimentos corporales entre diferentes grupos con uno o dos estimulos. Valores
expresados en media+DE. C + Epi= ratas alimentadas con dieta control tratadas con Epi, MO = ratas descendientes de madres con obesidad, MO +

Epi = ratas descendientes de madres con obesidad tratadas con Epi. (Tomado de: de los Santos y cols., 2020)
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3.2 Efectos de la epicatequina en el corazén

Con respecto al efecto de la Epi en el corazén, Yamazaki y cols., (2008), evaluaron los efectos en
el corazén de la administracion de Epi a una dosis de 1mg/kg/d durante 2 o 10 dias, en ratas
adultas de 8 semanas de edad posterior a inducirles lesion de tipo isquemia/reperfusion mediante
la oclusiéon por toracotomia de la arteria descendente anterior durante 45 minutos, y
posteriormente comparando con un grupo control al que solo se le administré agua como
vehiculo, sin Epi. Se observd que el grupo que recibié Epi durante 10 dias tuvo reduccién en el
tamano de la zona de infarto entre 30 al 50% en comparacion con el grupo sin Epi. Se observo
ademas que no existieron cambios hemodinamicos significativos, incremento en la actividad de
mieloperodixada miocardica, ni alteraciones en la estructura cardiaca en las ratas que recibieron
Epi, demostrandose el efecto cardioprotector de la misma.

También se ha descrito que la administracion de Epi puede favorecer la remodelacién e
hipertrofia de tipo fisioldgico, como lo mostré un estudio realizado por de los Santos y cols.,
(2017), en el que el tratamiento con Epi indujo un aumento significativo en el peso del corazén,
el tamafo de las paredes libres y el tamafio de las fibras cardiacas, sin evidencia de fibrosis. La
fosforilacidn de las proteinas PI3K/Akt/mTOR/p70S6K (relacionadas con la hipertrofia fisioldgica),
fue mayor en el corazén de las ratas tratadas con Epi, y en contraste, se observd disminucion

significativa de marcadores de hipertrofia cardiaca patoldgica como el péptido natriurético

auricular (ANP), el péptido natriurético cerebral (BNP) y la cadena pesada de beta miosina (-

MHC). Al evaluar los pardametros hemodinamicos, el grupo tratado con Epi mostrd hallazgos
similares a la adaptacion cardiaca en atletas como la disminucién de la frecuencia cardiaca,

disminucién en la presion de fin de sistole del ventriculo izquierdo (LVESP) y mayor capacidad de
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relajacién (efecto lusitropico). Estos efectos fueron reversibles tras 4 semanas de la suspensién
de la intervencidn con Epi (de los Santos y cols., 2017).

De igual forma, de los Santos y cols., (2018) evaluaron el impacto de (-)-epicatequina en el
desarrollo de miocardiopatia dilatada en un ratén nulo para delta-sarcoglicano, lo resultados
sugirieron que la Epi tiene el potencial de prevenir el desarrollo de miocardiopatia dilatada de

origen genético.

4. Efectos de la epicatequina sobre la expresion del sistema apelinérgico

de los Santos y cols., (2023) analizaron el efecto de Epi en la expresion de Apln/Apinr en el tejido
adiposo visceral de ratas de 245 dias posnatales, descendientes de madres control y de un modelo
materno de obesidad. Los investigadores encontraron que este flavonoide a una dosis de 1 mg/kg
dos veces al dia fue capaz de incrementar en forma significativa la expresidn tanto de Ap/n como
de Apinr. Ademas, se evaluaron los niveles de proteinas implicadas en el metabolismo lipidico,
destacando el incremento en la fosforilacion de AMPKa, de Ser79 de la ACC (Acetil CoA
carboxilasa), y una disminucién de la sintasa de acidos grasos (FAS), que en conjunto se traducen

en incremento de la oxidacidn de acidos grasos y disminucidn de la lipdlisis.

En forma interesante una estudiante de posgrado de nuestro grupo (Munguia Salazar, 2021),
investigd la influencia de la obesidad materna (MO) y la de la dieta (control o dieta alta en grasas)
sobre la expresion del sistema Ap/n/Apinr en tejido adiposo y cardiaco en crias de ratas macho
Wistar de 110 dias (equivalente a rata joven). En este estudio se observd que, en el tejido adiposo

visceral, la expresiéon de Apln se encuentra predominantemente disminuido en el grupo MO
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(destacando el efecto negativo de la programacion fetal en el contexto de obesidad materna), en
comparacion con los grupos descendientes de madres control. Sin embargo, en el grupo
descendiente de madres con obesidad alimentado con dieta alta en grasas, se observd un
incremento significativo del RNAm de Apln en comparacién con el grupo homdlogo con dieta
control, mostrando la influencia que tiene la dieta sobre la expresién del gen de esta adipocina.
En relacidon con los resultados de la expresion de RNAm del receptor Apln, éste se observd
significativamente disminuido en el grupo MO y mayormente disminuido en el grupo homdlogo
gue ademas fue alimentado con dieta alta en grasas (grupo con doble estimulo) en comparacién
con los grupos descendientes de madre control o con dieta control o alta en grasas, sugiriendo
gue la obesidad materna de forma conjunta al tipo de dieta puede disminuir la expresién del

receptor.

En este mismo estudio, al analizar la expresion del sistema apelinérgico en el tejido cardiaco, se
encontré que la expresién de ambos genes (Apln/Apinr) se ve aumentada en el grupo MO con
dieta alta en grasas, asi como en el grupo descendiente de madres control con dieta alta en grasas
observandose que en tejido cardiaco, la obesidad materna aislada no se asocié a alteraciones
significativas en la regulaciéon del sistema apelinérgico en la progenie en comparaciéon con
descendientes de una madre control; sin embargo, es de destacarse que cuando las crias del
grupo MO se ven expuestas a una dieta alta en grasas, se observa un aumento significativo en la
expresion génica tanto de apelina como de su receptor (Ap/n/Apinr) (Munguia Salazar, 2021).

Cabe destacar que en este estudio no se realizd la intervencion con el flavonoide (-)-epicatequina

en ninguno de los grupos experimentales, y con base en todos los estudios anteriormente
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referidos (Yamazaki y cols., 2008; Meydani & Hasan, 2010; Ramirez-Sanchez y cols., 2010;
Nogueira y cols., 2011; Castan-Laurell y cols., 2012; Attané vy cols., 2012; Vazquez-Prieto y cols.,
2012; de los Santos y cols., 2017; de los Santos y cols., 2018; Vinel y cols., 2018; de los Santos y
cols., 2020; Portilla-Martinez y cols., 2022; de los Santos y cols., 2022; de los Santos y cols., 2023),
en donde se describe que el flavonoide (-)-epicatequina puede revertir los efectos negativos
causados por la obesidad, tanto por programacién como por el estimulo de una dieta alta en
grasas en la etapa posnatal, y la influencia que tiene sobre la expresién del sistema apelinérgico,

es importante llevar a cabo este proyecto de investigacion.

5. JUSTIFICACION

El incremento en la prevalencia de obesidad en mujeres en edad reproductiva representa un
problema de salud, ya que puede conducir al desarrollo de obesidad y trastornos metabélicos en
su descendencia (obesidad por programacién), fendmeno que se intensifica si la descendencia
recibe ademdas una dieta alta en grasas en la etapa posnatal. El sistema apelinérgico
(APLN/APLNR) es uno de los mecanismos intracelulares involucrados en esta programacion.
Nuestro grupo de investigacion analizd el tejido adiposo visceral de ratas de 245 dias
descendientes de madres con obesidad, y observé disfuncion en la expresion del sistema
apelinérgico; la administraciéon de (-)-epicatequina modificd la expresiéon de este sistema.
Asimismo, otro estudio llevado a cabo por una alumna de posgrado de nuestra Unidad de
Investigacion (Munguia Salazar, 2021), encontré que en un grupo de ratas macho F1 de la cepa
Wistar de 110 dias posnatales (ratas jovenes) descendientes de un modelo materno de obesidad

y en un grupo de ratas obesas por programacion alimentadas con una dieta alta en grasas, la

25



expresion de Apln/Apinr tanto en tejido adiposo visceral como cardiaco se encontraba alterada;
sin embargo, no se analizo si la Epi es capaz de modificar esta expresion. Con base en lo anterior,
consideramos de relevancia analizar si la administracion de (-)-epicatequina modifica la expresion
del sistema apelinérgico en el tejido adiposo visceral y en el tejido cardiaco, con el fin de
determinar si este flavonoide puede ser un auxiliar en el tratamiento de la obesidad y el impacto

gue esta tiene en el corazoén.

6. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢La administracion del flavonoide (-)-epicatequina, inducird cambios en la expresidn de Apln/Apinr
en el tejido cardiaco y/o en el tejido adiposo visceral de ratas F1 de la cepa Wistar alimentadas

con dieta alta en grasas descendientes de madres obesas?

7. OBJETIVO GENERAL
El objetivo de este estudio es analizar la expresidon de Apln / Apinr en el tejido cardiaco y tejido
adiposo visceral de ratas F1 de la cepa Wistar descendientes de madres obesas alimentadas con

dieta alta en grasas tratadas con el flavonoide (-)-epicatequina.

8. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Comparar la expresiéon mediante RT-gPCR del RNAm de Apin y de su receptor Ap/nr en el tejido
cardiaco de ratas F1 de la cepa Wistar entre los grupos:

a) Alimentadas con dieta control y tratadas con el flavonoide Epi, descendientes de madres

control.
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b) Alimentadas con dieta alta en grasas y tratadas con el flavonoide Epi, descendientes de
madres control.

c) Alimentadas con dieta control y tratadas con el flavonoide Epi, descendientes de madres
obesas.

d) Alimentadas con dieta alta en grasas y tratadas con el flavonoide Epi, descendientes de un

madres obesas.

5. Comparar mediante RT-gPCR la expresién del RNAm de Apin y Apinr en el tejido adiposo
visceral de ratas F1 de la cepa Wistar entre los grupos:

a) Alimentadas con dieta control y tratadas con el flavonoide Epi, descendientes de madres
control.

b) Alimentadas con dieta alta en grasas y tratadas con el flavonoide Epi, descendientes de
madres control.

c) Alimentadas con dieta control y tratadas con el flavonoide Epi, descendientes de madres
obesas.

d) Alimentadas con dieta alta en grasas y tratadas con el flavonoide Epi, descendientes de

madres obesas.

9. HIPOTESIS
1. El flavonoide (-)-epicatequina aumentara la expresién de Apln y Aplinr en el tejido cardiaco y
en el tejido adiposo visceral de ratas F1 de la cepa Wistar descendientes de madres obesas

alimentadas con dieta control.
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2. El flavonoide (-)-epicatequina aumentara la expresién de Apin y Apinr en el tejido cardiaco y
en el tejido adiposo visceral de ratas F1 de la cepa Wistar descendientes de madres obesas

alimentadas con dieta alta en grasas.

10. MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio transversal, descriptivo y analitico. Se analizd el tejido cardiaco y el tejido
adiposo visceral de una cepa de ratas Wistar provenientes de un proyecto previo llevado a cabo
por nuestro grupo de trabajo titulado “Caracterizacién de la expresion del sistema apelinérgico
de crias f1 de la cepa Wistar alimentadas con dieta control o alta en grasas descendientes de un
modelo animal de obesidad”, con registro y aprobacion por parte del Comité de Investigacion y
Comité de Etica de la Investigaciéon de la Facultad de Medicina UNAM, con registro
FM/DI/075/SST/2023.

Este proyecto también fue también aprobado por la Comisidn de Investigacidn en Animales del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran, con clave UI0-1892-17/19-
1. De igual forma, las ratas se trataron de acuerdo con la normativa vigente en cuanto a
proteccién de los animales utilizados en experimentacion de acuerdo con el Canadian Council

on Animal Care, disponible en la pagina:

(http://www.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Appropriate endpoint.pdf).

10.1 Modelo animal
Previo al desarrollo del presente estudio, nuestro grupo de investigacién indujo el desarrollo de

obesidad mediante una dieta alta en grasas a 4 ratas hembra de la estirpe Wistar recién
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destetadas (FO). Tras 120 dias posnatales (DPN), estas hembras fueron apareadas con machos de
la misma estirpe para obtener las crias macho experimentales (F1) para la realizacidon de este
proyecto (n=28): 14 de estas crias descendientes de madres con dieta control o dieta chow
(control), y 14 descendientes de madres con obesidad inducida por dieta alta en grasas.

La composicidon de la dieta alta en grasas fue la siguiente: 23.5% proteina, 20.0% manteca de
cerdo, 5.0% aceite de maiz, 20.2% polisacaridos, 20.2% azucares simples, 5.0% fibra, 5.0% mezcla
de minerales y 1.0% mezcla de vitaminas, siendo el valor energético de 4.9 kcal/g; proporcionado
al destete (21 DPN), durante el crecimiento y hasta el apareamiento (120 DPN), gestacion vy
lactancia. El grupo control fue alimentado durante el mismo periodo con una dieta comercial para
roedores (Zeigler Rodent RQ22-5) que contiene 22.0% proteina, 5.0% grasa vegetal, 31.0%
polisacdridos, 31.0% azlcares simples, 4.0% fibra, 6.0% minerales y 1.0% vitaminas, siendo el
valor energético de 4.0 kcal/g. El agua y alimento fueron proporcionados ad libitum.

Al dividirse nuevamente cada grupo de ratas con base en el tipo de dieta a recibir (dieta control
o dieta alta en grasas + Epicatequina), se obtuvieron 4 grupos finales (con 7 crias por cada grupo):
descendientes de madre control + epicatequina (C + E), descendientes de madre control + dieta
alta en grasas + epicatequina (HFD + E), descendientes de madre con obesidad + epicatequina
(MO +E) y finalmente descendientes de madre con obesidad + dieta alta en grasas + epicatequina
(MO + HFD + E). Cada uno de estos grupos recibio intervencidén con Epi administrada por via oral,
a una dosis de 1 mg/kg dos veces al dia durante un periodo de dos semanas (Fig. 1). En el dia
postnatal 110, después de 6 horas de ayuno, las ratas fueron anestesiadas con isoflurano (segun

las instrucciones de uso del inhalador de isoflurano de la marca: Stoelting Co, Cat. No. 50207 con
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respecto al peso del animal) y fueron sacrificadas; se obtuvieron los tejidos de interés, los cuales

fueron pesados individualmente y almacenados a -80°C para su posterior analisis.

MADRES (F0) DESCENDENCIA (F1)
DPN DPN
21 110
! 3 Dieta control C+E
Control + Epicatequina n=7
n=4
i | Dieta alta en grasas C+HFD+E
: | + Epicatequina n=7
! | w
| | -
! ! w
| =
! ! [
I i [V}
| i a
; ‘ Dieta control ‘ MO +E
) + Epicatequina n=7
Obesidad Dieta alta en grasas
Materna
n=4 Dieta alta en grasas
| | + Epicatequina MO + HF?D +E
: ! n=
| § DPN DPN
DPN ; 3 21 110
212120  Gestacion - Lactancia

Figura 3. Cronologia del estudio. Se criaron madres (F0O) alimentadas con dieta control (C) y madres alimentadas con dieta hipercaldrica alta
en grasas (MO) las cuales desarrollaron obesidad. Se intervino a su descendencia (F1) con Epi. Estos grupos a su vez se dividieron en
descendientes que recibieron una dieta control (C) y una dieta hipercaldrica alta en grasas (HFD). DPN: Dia posnatal. C+E: ratas alimentadas
con dieta control tratadas con Epi descendientes de madres alimentadas con dieta control; HFD+E: ratas alimentadas con dieta alta en grasas
tratadas con Epi descendientes de madres alimentadas con dieta control; MO+E: ratas alimentadas con dieta control tratadas con Epi
descendientes de madres alimentadas con dieta rica en grasas; MO+HFD+E: ratas alimentadas con dieta alta en grasas tratadas con Epi
descendientes de madres obesas.
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10.2 Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA se empled el tejido adiposo visceral (retroperitoneal) y el tejido
cardiaco de ratas macho de 110 dias posnatales de la estirpe Wistar; ambos tejidos se
encontraban almacenados a -80°C (con un criopreservador de tejidos en fresco).

Se utilizaron 40 mg de tejido adiposo retroperitoneal para obtener el RNA total, utilizando el
estuche de purificacion de RNA para tejido adiposo (Norgen, Biotek Corp., Ontario, Canada),
siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante. La pureza y las concentraciones del
RNA se determinaron con un nanofotdmetro (Implen GmBH, Miinchen, Alemania). Se utilizaron
100 pg de RNA para la sintesis de DNA (DNAc) utilizando el AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit
Reagents (Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones
proporcionadas por el fabricante.

Para obtener el RNA total de tejido cardiaco se utilizaron 50 mg, utilizando el reactivo Trizol
(Invitrogen, California, E.E.U.U.) segln el protocolo del fabricante. Posteriormente, se evalué la
integridad del RNA por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %; asimismo, dichas
muestras se cuantificaron por espectrofotometria y se determind la pureza de estos a través de

la relacion A260/280.

10.3 Analisis de expresion génica
La expresion génica de Apln y su receptor Apinr, se analizé mediante reaccidon en cadena de la
polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa (RT-gPCR), utilizando las sondas de expresién

genética TagMan on Demand de Applied Biosystem. Para Ap/in (ID del ensayo:

31



Rn00581093m1) y para Apinr (ID del ensayo: Rn00580252s1). Los valores se normalizaron a
cantidades relativas de B-actina (ID de ensayo: Hs01120795m1) para cada muestra.

La PCR cuantitativa con transcripcién inversa se realizé en un equipo LightCycler® 480 (Roche
Diagnostics Ltd, Suiza) y las concentraciones relativas de RNAm se calcularon con un software de
anadlisis de cuantificacion relativa LightCycler®. Todas las muestras fueron analizadas por

duplicado. La cuantificacidn relativa se determind mediante el procedimiento 222,

11. ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon medidas de tendencia central y de dispersidn para los valores de expresidon génica
relativa. Las diferencias de expresion génica relativa entre los grupos se analizaron mediante la
prueba de Kruskal-Wallis con prueba pos hoc de Dunn.

Se realizd el andlisis mediante el software estadistico Prism GraphPad en su versién 9.3.1.

11.1 Tamaiio de la muestra

El actual proyecto se dividié en dos etapas; en la primera etapa se generd a las hembras obesas
FO, mientras que la segunda se destiné a la evaluacién de las crias F1. Para la primera etapa de
este proyecto, se utilizaron 37 hembras de la estirpe Wistar, las cuales se distribuyeron de la
siguiente forma: 12 ratas se destinaron al grupo control y 25 ratas al grupo de obesidad materna.
Las camadas se ajustaron a 7 crias por madre al nacimiento. Se utilizé este nimero de muestra
tomando en cuenta a las posibles ratas que serian excluidas del proyecto por diversas razones
como un numero de camada mayor de 12 o menor de 7, o que no queden prefiadas. De acuerdo

con nuestra experiencia en proyectos anteriores, la tasa de fertilidad de las ratas control en el
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Bioterio del INCMNSZ es del 70% y de las ratas obesas del 40% por lo que se esperaba que al
menos 9 y 10 ratas queden prefiadas por grupo y que al menos 8 y 8 respectivamente tuvieran
un numero de crias de 6 a 10 y pudieran ser incluidas en el estudio, por lo que se estimd que al
finalizar el experimento quedaria una “n=7" por cada camada. Las ratas excluidas estuvieron
disponibles para el Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio como animales fuera

del protocolo.

Para este estudio, la “n” se calculé matematicamente de acuerdo con el algoritmo de la prueba
de porcentaje de éxito y error (por grupo/por prueba) (llar y cols., 2002), el cual se presenta a

continuacion:

n=log 1-8 /log p
Donde:

B = Poder de la prueba estadistica (90%)
p = Proporcidn de animales que presentan el evento (70% éxito en lograr gestacion)

Sustituyendo:
n=log (1-0.90) / log (0.70)

n = 6.6 por grupo/por prueba

n = 7 ratas por grupo
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Se extrajo el RNA total del tejido adiposo y del tejido cardiaco de las ratas de 110 dias posnatal

gue integraron cada grupo de estudio:

1. Ratas alimentadas con dieta control tratadas con Epi descendientes de madres alimentadas
con dieta control (C + E; n=7).

2. Ratas alimentadas con dieta alta en grasas tratadas con Epi descendientes de madres
alimentadas con dieta control (HFD + E; n=7).

3. Ratas alimentadas con dieta control tratadas con Epi descendientes de madres alimentadas
con dieta rica en grasas (MO + E; n=7).

4. Ratas alimentadas con dieta alta en grasas tratadas con Epi descendientes de madres

alimentadas con dieta rica en grasas (MO + HFD + E; n=7).
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12. RESULTADOS

Se procedid a evaluar la pureza del RNA de cada una de las muestras correspondientes a los
grupos experimentales encontrando que todas ellas presentaron una pureza 6ptima para el
estudio (los valores se deben situar en el rango de 1.8 a 2.0 de la relacién 260/280) . De forma
simultanea, se cuantificaron las concentraciones de RNA total de cada una de las muestras
extraidas. A continuacion, en las Tablas 1 y 2 se resume lo anterior; tales resultados se presentan

como una muestra representativa de cada uno de los grupos de estudio (n=7).

Tabla 3. Cuantificacion y pureza del RNA total obtenido del tejido cardiaco de ratas Wistar
descendientes de cada grupo experimental

C+E
# Muestra 5 7 16 19 21 27 36
ng/ul 2700 1508 2990 2432 1868 2118 2056
260/280 2.00 1.98 2.01 2.03 2.04 1.99 2.01
HFD + E
# Muestra 2 11 20 24 32 37 40
ng/ul 2858 2234 2268 2574 1680 2306 2386
260/280 1.94 2.00 1.97 1.989 2.01 2.01 1.953
MO + E
# Muestra 10 14 19 25 31 36 39
ng/ul 2764 2128 2116 1436 2268 2170 2178
260/280 1.98 1.99 2.01 1.99 1.99 1.99 1.94
ng/ul 2696 2062 2192 2044 1812 2426 2706
260/280 2.04 1.98 2.03 1.98 1.97 1.99 1.99

C+E = ratas alimentadas con dieta control tratadas con Epi descendientes de madres alimentadas con dieta control; HFD+E =
ratas alimentadas con dieta alta en grasas tratadas con Epi descendientes de madres alimentadas con dieta control; MO+E =
ratas alimentadas con dieta control tratadas con Epi descendientes de madres alimentadas con dieta rica en grasas; MO+HFD+E
= ratas alimentadas con dieta alta en grasas tratadas con Epi descendientes de madres alimentadas con dieta rica en grasas.
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Tabla 4. Cuantificacion y pureza del RNA total obtenido del tejido adiposo de ratas Wistar
descendientes de cada grupo experimental

C+E
# Muestra 5 7 16 19 21 27 36
ng/uL 60 66 52 55 78 62 38
260/280 1.89 1.91 1.93 1.97 1.98 1.98 1.94
HFD + E
# Muestra 2 11 20 24 32 37 40
ng/ul 55 52 67 67 47 51 59
260/280 1.92 1.99 1.97 1.98 1.97 1.99 1.93
MO +E
# Muestra 10 14 19 25 31 36 39
ng/ul 38 44 29 31 46 66 62
260/280 1.92 1.95 2.00 1.99 1.98 1.92 1.91
ng/ulL 48 61 58 60 34 45 50
260/280 1.94 1.92 1.91 1.93 1.94 1.95 1.99

C+E = ratas alimentadas con dieta control tratadas con Epi descendientes de madres alimentadas con dieta control; HFD+E = ratas
alimentadas con dieta alta en grasas tratadas con Epi descendientes de madres alimentadas con dieta control; MO+E = ratas
alimentadas con dieta control tratadas con Epi descendientes de madres alimentadas con dieta rica en grasas; MO+HFD+E = ratas
alimentadas con dieta alta en grasas tratadas con Epi descendientes de madres alimentadas con dieta rica en grasas.

En cuanto a la calidad e integridad de las muestras de RNA obtenidas, se evaluaron con
electroforesis en geles de agarosa al 1.2%, identificAndose un adecuado patrén de integridad y

adecuada identificacion de las bandas ribosamales 28S y 18S (Figuras 2y 3).

36



28S
18s

Figura 4. Electroforesis de RNA de tejido cardiaco. Se presenta la electroforesis del
RNA extraido de dos muestras seleccionadas al azar por cada grupo de estudio.

Figura 5. Electroforesis de RNA de tejido adiposo. Se presenta la electroforesis del
RNA extraido de dos muestras seleccionadas al azar por cada grupo de estudio.

Por otra parte, se hizo también una PCR en tiempo real, con una muestra control aleatoria para
Apln y su receptor Apinr y un gen constitutivo o endégeno (B-actina), esto para verificar que la
muestra obtenida mediante la extraccién de RNA con Trizol (para el tejido cardiaco), o con el Kit

Norgen Biotec Corporarion: Fatty Tissue RNA purification Kit® (para el tejido adiposo visceral),
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amplificaba con las sondas correspondientes y de ese modo comprobar de nueva cuenta que la

extraccion se realizé de manera correcta (Figura 4).

Figura 6. RT-gPCR. Expresion de ApIn y Aplnr de dos muestras tomadas el azar. Grupos C + Epi y HFD +
Epi en tejido cardiaco con un control negativo. C+E= ratas alimentadas con dieta control tratadas con Epi
descendientes de madres alimentadas con dieta control; HFD+E= ratas alimentadas con dieta alta en
grasas tratadas con Epi descendientes de madres alimentadas con dieta control.

Se utilizé el método delta-delta Ct para comparar la variacion en la expresidon de Apin y Apinr
contra el gen enddgeno de referencia 8-actina. Los resultados fueron graficados y analizados con
el software GraphPad Prism en su versién 9.0.

Para fines de comparacidn, se agregd un grupo control tomado de un estudio previo que incluyd
ratas de las mismas caracteristicas del presente estudio, descendientes de madres sin obesidad
(madres control), que recibieron dieta control y que no fueron intervenidas con Epi.

Una vez estandarizada todas las técnicas se procedié al andlisis de la expresién génica de Apln'y

Aplnr en el tejido cardiaco y en el tejido adiposo visceral.
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Con respecto al tejido cardiaco, se observé un aumento de la expresion significativa de Ap/n en el
grupo con los tres estimulos (MO + HFD + E), en comparacién con los grupos C+ Ey MO + E (p=

0.003 y p=0.001 respectivamente) (Grafica 1A).
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Gréfica 1A. Efecto de la dieta, la obesidad materna y epicatequina sobre la expresion relativa del RNAm de Apln en tejido cardiaco de
los descendientes. Se observo diferencia significativa entre el grupo MO + HFD + E vs. los grupos C + Ey MO + E (*p=0.003 y **p=0.001,
respectivamente). Resultados expresados como media + Desviacion. Los datos fueron analizados con la prueba de Kruskal-Wallis
seguido de la prueba post hoc de Dunn para la comparacion de pares; n=7 ratas macho por grupo. C + E: Descendientes de madres
control + Epicatequina. HFD + E: Descendientes de madres control con dieta alta en grasas + Epicatequina. MO + E: Descendientes
de madres obesas + Epicatequina. MO + HFD + E: Descendientes de madres obesas + Dieta alta en grasas + Epicatequina

Respecto al receptor Aplnr en tejido cardiaco, se observd una mayor expresién de este gen en los
grupos de ratas alimentadas con dieta alta en grasas + Epi (HFD + E) y el grupo con tres estimulos
(MO + HFD + E). Al comparar con los otros grupos, se observé diferencia significancia entre el
grupo HFD + E y los grupos C + Ey MO + E (p=0.01 y p=0.001 respectivamente), asi como entre el

grupo MO + HFD + E y los grupos MO + Ey C + E (p=0.003 y p=0.02 respectivamente). No se
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observaron diferencias al comparar los grupos que recibieron la intervencidn con Epi con el grupo

control que no recibié ningun estimulo (Grafica 1B).
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Grafica 1B. Efecto de la dieta, la obesidad materna y epicatequina sobre la expresion relativa del RNAm de Aplnr en tejido cardiaco de
los descendientes. Se observo diferencia significativa entre el grupo MO + HFD + E vs. los grupos C + E y MO + E (*p=0.003 y ****p=0.02
respectivamente). Se observé también diferencia significativa entre el grupo HFD + E vs. Los grupos C +E y MO + E (**p=0.01
y***p=0.001 respectivamente). Resultados expresados como media + Desviacion. Los datos fueron analizados con la prueba de
Kruskal-Wallis seguido de la prueba post hoc de Dunn para la comparacién de pares; n=7 ratas macho por grupo. C + E: Descendientes
de madres control + Epicatequina. HFD + E: Descendientes de madres control con dieta alta en grasas + Epicatequina. MO + E:
Descendientes de madres obesas + Epicatequina. MO + HFD + E: Descendientes de madres obesas + Dieta alta en grasas +
Epicatequina.

Con respecto a la expresion del sistema apelinérgico en el tejido adiposo visceral, encontramos
gue la intervencion con Epi aumentd la expresion en forma significativa de Apln (grupo C + Epi)
en comparacién del grupo control (p=0.03) (Grafica 2A). A pesar de que la intervencidn con este
flavonoide en el grupo MO presentd un aumento en la expresién de Ap/n (grupo MO + Epi) con

respecto al grupo control, esta diferencia no fue significativa (Grafica 2A).
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Expresion de Apin en tejido adiposo
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Gréfica 2A. Efecto de la dieta, la obesidad materna y epicatequina sobre la expresion relativa del RNAm de Apin en tejido adiposo de
los descendientes. Se observd diferencia significativa entre el grupo C + E y el grupo control (*p=0.03). Resultados expresados como
media + Desviacion. Los datos fueron analizados con la prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba post hoc de Dunn para la
comparacién de pares; n=7 ratas macho por grupo. C + E: Descendientes de madres control + Epicatequina. HFD + E: Descendientes
de madres control con dieta alta en grasas + Epicatequina. MO + E: Descendientes de madres obesas + Epicatequina. MO + HFD + E:
Descendientes de madres obesas + Dieta alta en grasas + Epicatequina

Al analizar la expresion del gen Aplinr en tejido adiposo, se observé una expresion aumentada en
forma significativa al comparar el grupo C + E versus el grupo control (p=0.005). Por otra parte, la
administracion de Epi disminuyd la expresidn de este receptor en el grupo MO + HFD + E vs. HFD

+ E (p=0.003) (Grafica 2B).
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Gréfica 2B. Efecto de la dieta, la obesidad materna y epicatequina sobre la expresién relativa del RNAm de Aplinr en tejido adiposo de
los descendientes. Se observo diferencia significativa entre el grupo MO + HFD + E y el grupo HFD + E (**p=0.003), y diferencia
significativa entre el grupo C + E y el grupo control (*p=0.005) . Resultados expresados como media + Desviacion. Los datos fueron
analizados con la prueba de Kruskal-Wallis seguido de la prueba post hoc de Dunn para la comparacion de pares; n=7 ratas macho
por grupo. C + E: Descendientes de madres control + Epicatequina. HFD + E: Descendientes de madres control con dieta alta en
grasas + Epicatequina. MO + E: Descendientes de madres obesas materna + Epicatequina. MO + HFD + E: Descendientes del modelo
de madres obesas + Dieta alta en grasas + Epicatequina
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13. DISCUSION

Se ha descrito que el corazén de los descendientes de madres con obesidad, tienen mayor riesgo
de desarrollar hipertrofia de tipo patolégico, mayor estrés oxidativo, fibrosis, alteraciones de la
contractilidad, arteriopatia coronaria y por lo tanto mayor riesgo de desarrollar insuficiencia
cardiaca en la etapa adulta (De Jong y cols., 2018; Loche y cols., 2018; Blackmore y cols., 2014;
Kankowski y cols., 2022; Matuszak y cols., 2024). La activacion del sistema apelinérgico
(APLN/APLNR), ha demostrado tener efectos benéficos al hacer reversibles cambios asociados a
la cardiopatia asociada a la obesidad (Ceylan-Isik y cols., 2013; Lu y cols., 2016; Li y cols., 2021).
Por su parte, el flavonoide (-)-epicatequina ha demostrado también sus efectos benéficos al
prevenir el desarrollo de miocardiopatia dilatada de origen genético, favorecer las vias
relacionadas con la hipertrofia de tipo fisioldgico y tener efectos protectores anti-isquémicos y
gue se oponen a la remodelacion patoldgica (Yamazaki y cols., 2008; de los Santos y cols., 2017;
de los Santos y cols., 2018). Se ha sugerido que la Epi puede comportarse como un ligando de
APLNR, y aunque no ejerce todos sus efectos directamente a través de la interaccién con este
receptor, posee mecanismos de accion compartidos con el sistema APLN/APLNR (Portilla-
Martinez y cols., 2022). La Epi puede ademas incrementar la expresion de APLN/APLNR (de los
Santos y cols., 2022 ). Por lo anteriormente descrito, una mayor expresion y activacion del sistema
apelinérgico, asi como los efectos mediados por el flavonoide Epi, podrian contrarrestar los
mecanismos patoldgicos involucrados en las alteraciones cardiacas.

Con respecto a nuestros resultados en el tejido cardiaco, observamos una mayor expresiéon tanto
del ligando Ap/n como de su receptor Apinr en el grupo con doble estimulo tratado con el

flavonoide epicatequina (MO + HFD + E) con respecto a los grupos C + E y MO + E (p= 0.003 y
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p=0.001 respectivamente). Como se describié previamente, la dieta es uno de los factores
enddgenos mas importantes que pueden modificar la expresion de Apin/Apinr, y particularmente
la dieta alta en grasas se comporta como un estimulo que favorece su incremento (Garcia-Diaz y
cols., 2007). Por el contrario, la presencia de obesidad (mediada por programacién o por dietas
hipercaldricas y altas en grasas), se comporta como un factor con efecto negativo sobre la
expresion del sistema apelinérgico (Mehri y cols., 2023). Sin embargo, cuando ambos estimulos
estan presentes, el efecto de la dieta alta en grasas se sobrepone al efecto de la obesidad
(Munguia-Salazar, 2021). Como se observa en nuestros resultados, cuando se agrega el efecto de
la intervencion con Epi, este incremento continda siendo destacable en los grupos que tuvieron
dieta alta en grasas (HFD + E y MO + HFD + E). Sin embargo, los grupos C + E, HFD + Ey MO + E,
no muestran incremento significativo en la expresidén de Ap/n e incluso mantienen una menor
expresion respecto al grupo control que no recibid ningun estimulo. Esto podria al menos en
parte ser explicado por el efecto positivo que la Epi tiene sobre la biogénesis mitocondrial, y el
incremento en la oxidacion de acidos grasos en las células miocardicas (Panneerselvam y cols.,
2010). El tejido miocardico depende principalmente de la oxidacion de acidos grasos como fuente
de energia, y esta via metabdlica es favorecida tanto por la Epi como por la activacién del sistema
apelinérgico a través de incremento de la fosforilacién de AMPK y una mayor activacién de la via
de PGCla (Ceylan y cols., 2013; Pang y cols., 2023; Castan-Laurell y cols., 2012; Attané y cols.,
2012), por lo cual, al existir ambos estimulos, la disminucién en la expresién de APLN podria ser
resultado de una regulacion negativa que evite saturacion o sobreestimulacion de estas vias, sin
gue esto se oponga a los efectos benéficos ya descritos de la Epi en el corazén (Yamazaki y cols.,

2008; de los Santos y cols., 2017).
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En tejido cardiaco, los grupos C + E y MO + E, mostraron disminucidon del receptor Apinr en
concordancia con la disminucién homéloga del RNAm del ligando Apln. Sin embargo, destaca que
ocurrié lo contrario para el grupo HFD + E, en el que a pesar de una expresion disminuida de Apin,
se observo incremento significativo en el receptor Apinr. Aunque el mecanismo de este hallazgo
no es bien conocido, cabe resaltar que APLN no es el Unico ligando identificado del receptor
APLNR. Se ha descrito otra molécula estructuralmente similar a la APLN conocida como ELABELA,
que puede activar la via ELABELA/APLNR y favorecer también mecanismos como vasodilatacion,
incremento en la oxidacion de eNQOS, disminucidn de especies reactivas de oxigeno, inotropismo
positivo y antagonismo sobre los efectos de hipertrofia cardiaca patolégica y vasoconstriccién
mediados por Angiotensina Il (Pang y cols., 2023). El analisis de la expresion de ELABELA no fue
objetivo de este estudio, sin embargo, un probable incremento en su expresidon concordante con
el incremento en la expresién del gen del receptor Aplinr, podria compensar la disminucion en la
expresion de Apln manteniendo asi los efectos cardioprotectores del sistema apelinérgico
mediado por el complejo ELABELA/APLNR. Asi mismo, considerando que la Epi tiene capacidad
de ser un ligando para APLNR, esta podria estar ejerciendo también su efecto a través de su unidn
con este receptor. Por lo tanto, el incremento en la activacién del sistema apelinérgico a nivel
miocardico a través de la via APLN/APLNR, ELABELA/APLNR o Epi/APLNR, asi como los propios
efectos de la Epi no mediados por APLNR, conlleva a la activacidn de la via PI3K/AKT que favorece
la remodelacién cardiaca de tipo fisioldgico, asi como las mencionadas vias de AMPK, PGCla y
fosforilacion de eNOS. La Epi puede ademas incrementar la expresién Apln/Apinr, destacandose

los efectos cardioprotectores de este flavonoide.
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La Epi siendo agonista del receptor APLNR, es capaz también de activar la via de la B-arrestina
(ademas de la via PI3K/AKT), favoreciendo la internalizacién y disminucién en los niveles del
receptor, ejerciendo también un efecto contraregulador que evite la sobreactivacion del sistema
apelinérgico (Portilla-Martinez y cols., 2022). Este efecto junto con la disminucién en la expresion
del ligando APLN, podrian entonces representar mecanismos de contrarregulacion mediados por
la propia actividad del flavonoide.

En cuanto al tejido adiposo, es de destacarse que los descendientes de madres con obesidad
tienen también mayor riesgo de desarrollar obesidad, asi como sus complicaciones en la etapa
adulta (Reynolds y cols., 2010; Vasudevan y cols., 2011). La activacion del sistema apelinérgico
(APLN/APLNR) en este tejido, ha demostrado tener efectos benéficos al regular negativamente
mecanismos como la adipogénesis y la lipogénesis, asi como incrementar la oxidacion de acidos
grasos, disminuyendo en consecuencia los triglicéridos circulantes, la resistencia a la insulina, y
favoreciendo cambios en la composicidn corporal a través de la disminucién del tamafio de los
adipocitos y reduccidn en el almacenamiento intracelular de lipidos (De los Santos y cols., 2022).
La Epi comparte también mecanismos con el sistema apelinérgico en el tejido adiposo, ya que
ambos estimulos favorecen la fosforilacion de AMPK, la oxidacién de acidos grasos, y la
fosforilacién de enzimas como la AcetilCoA carboxilasa (ACC), disminuyendo la actividad de la
lipasa adipocitica de triglicéridos (ATGL), y finalmente disminuyendo la lipdlisis y la liberacion de
acidos grasos libres a la circulacion (De los Santos y cols., 2020; Portilla-Martinez y cols., 2022).
Por otro lado, la activacion del sistema apelinérgico y la Epi disminuyen la adipogénesis de forma
sinérgica (diferenciacién de nuevos adipocitos) a través de la inhibicion de factores de

transcripcién como C/EBPa y PPARy (De los Santos y cols., 2020). Es entonces que una mayor
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expresion y activacion del sistema apelinérgico, asi como los efectos mediados por el flavonoide
Epi, pueden contrarrestar los mecanismos metabdlicos patoldgicos involucrados en la obesidad
por programacion o por dietas altas en grasa en la descendencia.

Por otro lado, la obesidad ha demostrado ser una condicidon que disminuye la expresion del
sistema apelinérgico (Wuy cols., 2014; Cano-Martinez y cols., 2022), y la intervencidn con Epi se
opone a este efecto (de los Santos y cols., 2023).

En cuanto a los resultados observados en el tejido adiposo, se observd un importante incremento
en la expresion del RNAm tanto de ligando como del receptor (Apln/Apinr) en el grupo MO + E,
aunque en ambos casos esta diferencia no alcanzé significancia estadistica. Para los grupos HFD
+ Ey MO + HFD + E, se observé incremento en la expresion de Apln respecto al grupo control sin
ningun estimulo, aunque la diferencia no fue significativa, sin embargo, al comparar con este
mismo grupo, el grupo C + E mostrd mayor expresion con diferencia estadisticamente significativa
(p=0.03). Lo anterior, refuerza el efecto positivo que tiene la intervencién con Epi en todos los
grupos al favorecer mayor expresion del RNAm de Apin en tejido adiposo similar al previamente
descrito en otro estudio de nuestro grupo (de los Santos y cols., 2023).

Por otro lado, destaca que el grupo HFD + E mostré también aumento importante en la expresion
de Aplnr, concordante con el aumento en su expresion de Ap/n, mostrando nuevamente el efecto
de la dieta alta en grasas sobre la expresion del sistema apelinérgico, y observandose diferencia
significativa al comparar con el grupo MO + HFD + E (p=0.003). En este ultimo grupo la expresion
de Aplnr se observé marcadamente disminuida respecto al resto de los grupos intervenidos con

Epi, sin alcanzar diferencia estadisticamente significativa.
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Se ha descrito que la Epi es capaz de unirse al receptor APLNR y activar principalmente las vias
PI3K/AKT y de la B-arrestina. Esta Ultima es capaz de generar cambios conformacionales en APLNR
y favorecer internalizacion del receptor, disminuyendo su activacién. Sin embargo, eso no
implicaria la pérdida de los efectos benéficos de la intervencidon con Epi por otros mecanismos
independientes de APLNR, como lo han demostrado los cambios favorables observados en el
metabolismo y composicidén corporal en modelos animales con doble estimulo (de los Santos y
cols., 2022). Cabe destacar que este estudio analiza la expresidn génica y no los niveles de la
proteina APLNR, ademads que se desconoce si existe un mecanismo por el cual la via de la B-
arrestina pudiera regular negativamente la expresién de Apinr. Por otro lado, la disminucién en
tejido adiposo de la expresién de Apinr pudiera ser también consecuencia de los mecanismos de
programacion fetal, que, al estar presentes junto con una dieta alta en grasas, afecten de forma
negativa la expresion del Apinry por lo tanto la activacidon del sistema apelinérgico a este nivel.
Esta disminucidn fue observada de forma similar en ratas descendientes de madres con obesidad
alimentadas con dieta alta en grasas sin la intervencion con Epi (Munguia Salazar, 2011).

Finalmente, de forma similar a como ocurre con el RNAm en tejido adiposo del ligando Apln, el
grupo C + E mostré mayor expresion del receptor Aplnr en comparacién con el grupo control sin
ningun estimulo con diferencia estadisticamente significativa (p=0.005), siendo el incremento de
la expresion de Ap/n concordante con la expresion de Aplinr, observandose de nueva cuenta el
efecto positivo de la intervencidn con Epi en la expresion de Apin/Apinr. Es importante destacar
gue el efecto del sistema apelinérgico y de la Epi comparten mecanismos que activan vias
similares de accidn intracelular , ademas de que la Epi por si misma aumenta la expresion del

sistema apelinérgico (De los Santos y cols., 2022). Finalmente la Epi puede comportarse como un
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agonista del receptor APLNR estimulando especificamente las vias PI3K/AKT y de la B-arrestina
(Portilla-Martinez y cols., 2022).

Dentro de las limitaciones de este estudio, destaca que Unicamente se analizé la expresidn génica
(RNAm) tanto de APLN como de APLNR y no a nivel de proteina. Ademds, no se pudieron
comparar los resultados de todos los grupos intervenidos con el flavonoide epicatequina con sus
respectivos controles (MO, HFD, MO + HFD), debido a que son resultados de otro trabajo
desarrollado previamente por una alumna de posgrado de nuestra Unidad de investigacién, y
estos no han sido publicados. Finalmente, no se analizé la expresién de Elabela, segundo ligando
conocido de APLNR con efectos similares a APLN.

Sin embargo a pesar de estas limitaciones, cabe destacar que hasta la fecha no hay un estudio
qgue haya explorado la expresion de Apln y Apinr evaluando el efecto del flavonoide (-)-
epicatequina en obesidad con doble estimulo (programacion fetal + dieta alta en grasas), por lo

gue el presente trabajo representa un inicio para explorar esta asociacion.

14. CONCLUSIONES

En tejido cardiaco, el grupo de ratas con doble estimulo e intervencién con Epi (MO + HFD + E),
muestra incremento significativo en la expresion de Apin y del receptor Apinr.

Los grupos C + E, HFD +E y MO + E no mostraron incremento en la expresion de Apln e incluso su
expresion fue mas baja en comparacion con el grupo control sin ningun estimulo.

En cuanto al receptor Apinr en tejido cardiaco, ademds de su incremento en el grupo MO + HFD
+ E, este se observo también incrementado en el grupo HFD + E, mostrando el efecto tanto de la

dieta alta en grasas como de la intervencidn con Epi.
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En tejido adiposo, se observd un importante incremento en la expresién de Apln y del receptor
Apinr en el grupo MO + E, aunque para ambos genes esta diferencia no alcanzé significancia
estadistica con el resto de los grupos.

En los grupos HDE + E y MO + HFD + E, se observé incremento en la expresion de Apln respecto al
grupo control sin ningln estimulo, aunque esta diferencia tampoco fue significativa. El grupo C +
E mostrd incremento en la expresion tanto de Apln como del receptor Apinr con diferencia
estadisticamente significativa al comparar con el grupo control sin ningun estimulo.

En el grupo MO + HFD + E, contrario a su incremento en la expresion del ligando Apin, la
expresion de Aplnr se observd marcadamente disminuida respecto al resto de los grupos
intervenidos con Epi, sin alcanzar diferencia estadisticamente significativa.

La Epi podria representar una intervencion terapéutica de interés con efectos protectores
cardiacos y metabdlicos para los descendientes de madres con obesidad, que ademads se

desarrollan en un entorno nutricional obesogénico que se acompafia de una dieta alta en grasas.
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