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Resumen

Programacion metabdlica asociada al exceso de grasarporal.
Efectos de la reversion de la dieta de cafeteria (modelo de
postcafeteria) antes de la gestacion sobre la descendencia y efectos

directos de la dieta en ratas jovenes
Universitat

de les Illes Balears
Programa de doctorado de Nutrigendmica y Nutricion Personalizada
Universidad de las Islas Baleares

RESUMEN

El sobrepeso y la obesidad en la infancia y en la adolescencia se han asociado con un
incremend en la tasa de mortalidad en edad adulta. Esto es mas alarmante si tenemos en
cuenta quela prevalencia de obesidad y sobrepeso en la infancia ha aumentado
drasticamente en los ultimos afios. Aden@gbesidad en la infancia no suele ser un
trastorno benigno, pese a la creencia popular de que los nifios con sobrepeso dejaran de
tener este prdbma conforme avanza el crecimienf@imismo, también ha aumentado

la incidencia de la obesidad en mujeres en edad fértil, lo que puede conllevar, no solo
determinadas complicaciones durante el embarazo sino también trastornos en la salud
de la descendei®; tanto a corto como a largo plazo. Existe una gran cantidad de
recomendaciones nutricionales para disminuir la incidencia de riesgos durante el
embarazo, con la finalidad de reducir el peso corporal antes del embarazo. Si bien,
parece ser que no exisia consenso unanime en las recomendacion de como y cuando
perder peso antes del embarazo. En todo caso, si que es conveniente evitar la restriccion
caldrica durante la gestacion, ya que se sabe qu@wstie produciefectos negativos

en la descendenci&n esta tesis doctoral, el objetivo ha sido estudiar la programacion
metabolica asociada al exceso de grasa corporal tanto en etapas perinatales como en
etapastempranasPor una parte, analizamos en ratas los efectos a corto plazo de la
ingesta de una di@ obesogénica durante etapgaempranasPor otro lado, quisimos
determinar qué efecto prgden la descendenceé que las madres hubieran pasado por

un periodo de dieta de cafeteria y obesidad auegt&seguido de un periodo de
reversion a dieta norrhantes de la gestacion

En la presente tesis hemos estudiado el efecto de la exposicion a un corto periodo de
una dieta obesogénica (dieta de cafeteria) en ratas jovenes macho. Hemos observado
que este periodo corto de ingesta de dieta de cafeteriaaradgeso producir cambios
aparentes en el peso corporal, inducgagumulacion de grasa corporal comparado con

los animales control. Ademds, los animales atta#os con dieta de cafeteria,
presentaron una alta ingesta energética, hiperleptinemia ytaredal expresion de Npy

en hipotalamogue reflejauna disfuncion en el control de la ingesta, asi como una
alteracion en la respuesta metabdlica a las condiciones de ayuno y alimentacion, en
tejidos claves implicadosen la homeostasis energétic@ejido adiposo blanco
retroperitoneay el higadq.

Es conocido que la obesidad materna durante el embarazo y la lactancia pradispone

la obesidad y otros trastornos metabdlicos en la descendencia en la edad adulta. En la
presente tesis nos hemos plawte estudiar si los efectos perjudiciales esperados en la
descendencia asociado a la obesidad dietética materna pueden ser revertidos con la
eliminacion de la dieta obesogénica en las madres antes de la geSadiarutilizado
principalmente la dieta deafeteria como dieta de engorde, ya que en ratas induce una
hiperfagia persistente y el aumento de la ingesta de energia como resultado de la
variedad, palatabilidad y la novedad de los alimentos disponibles, de manera similar a

Vi
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los habitos alimentariog costumbres poco saludables observados en humanos. Esta
dieta de cafeteria se administré a ratas hembisedeldia 10 &dia 100 de edadhl

final del periodo de ingesta de dieta de cafeteria las ratas presentaron mayor peso y
grasa corporal que las mooles.Un mes antes de la gestatise elimnd la dieta de
cafeteria, sustituyéndola por una dieta estdndar (modelo postcafeteria). Al eliminar la
dieta de cafeteria se produjo una disminucion en el peso y la grasa corporal, aunque
permanecieron aument@slen el momento del apareamierton un 8% y 13% de
diferencia respectivamente en comparacion con el grupo control. Durante el periodo de
lactancia no se encontraron diferencias en el peso corporal entre los grupos; sin
embargolas madres postcafeterisepentarordurante la lactacia mayor contenido de

grasa corporal y de leptina en suero y leche. A partir de la semana 9 de vida, las crias de
madres postcafeteria presentaron menor peso corporal que las controles. A las 15
semanas de edad las crias de nemgbostcafeteria no presentaron alteraciones en los
parametros bioquimicos analizados. Ademas, estudiamos la respuesta metdbslica a
cambios en lasondiciones de alimentacién/ayuno en £da madres postcafeteria a
edadestempranas(26 dias deedad. Observamos que las crias macho de madres
postcafeteria presentan una menor expresion de genes lipogénicos (Pparg, Srebfly
Fasn) y lipoliticos (Pnpla2) en el tejido adiposo retroperitoneal congpeoada de las

crias de madres control. Las crias hembra de madres postcafeteria presentaron una
menor expresion hepatica de genes implicados en la lipogénesis conyoariaddelas
hembras control, aunque la respuesta al ayuno no estaba alterada. Por tanto, si se
elimina la dieta de cafeteria un mes antes de la gestacion en madres con obesidad
dietética, aunque sin llegar a producirse una reversion completa del exceso de peso
corporal, aparentemente se pueden prevenir los efectos perjudiciales de la obesidad
materna B el metabolismo lipidico de sus crias.

Més a largo plazo, los animales descendientes de madres del grupo postcafeteria, tanto
machos como hembras, presentaron una menor ingesta, ganancia de peso y un menor
porcentaje de grasa corporal cuando son exmiast@a dieta obesogénica, comparado

con las crias de madres control. Tras 2 meses de exposiwiéstern dietlas crias

macho de madres postcafeteria mostraron en el tejido adiposo blanco retroperitoneal,
una disminucion en la expresion de genes lipagéni(Ppara, Srebfl, Fas), Pnpla2,
Cptlb, Irsr, Lep y Mest, que no se observo en las crias de madres control. Ademas
también presentaron una menor expresion hipotalamica del neuropéptido orexigénico
NPY, que puede explicar la menor ingesta observada es asimales y una menor
activacion de la expresion de gerssciados a lépogénesis hepética (Srebfl, Fas,
Scdl) que puede explicar la menor acumulacion de lipidos hepaticos observados en
estos animales compaeadon la delas crias de madres controlorPtanto, existe un
fendmeno de programacion metabdlica, especialmente en la descendencia masculina,
gque podria ser atribuido a la eliminacién de la dieta obesogénica a ratas con obesidad
dietética un mes antes del embarage ha generado un efecto pobte en las crias en

edad adulta frente a la ganancia de peso, acumulacion de grasa, hiperfagia y
acumulacion hepatica de lipidos aun después de la exposicibn a un ambiente
obesogénicoSi lo pudiéramos trasladar a personas obesas que planifican quedar
emharazadas, cabria recomendar una dieta equilibrada y la pérdida de al menos una
parte del peso corporal duranteoameses antes de la gestacion con el fin de que la
descendencia goce de una programacion metabdlica saludable.

VIiI



Resum

Programacié metabolica associada a l'excés de greix corporal.
Efectes de la reversio de la dieta de cafeteria (model de
postcafeteria) abans de la gestacidé sobre la descendencia i efectes

directes de la dieta en rates joves
Universitat

de les Illes Balears
Programa de doctorado de Nutrigenémica y Nutricién Personalizada
Universidad de las Islas Baleares

RESUM

El sobrepes i l'obesitatiurant la infancia i I'adolescencia s'han associat amb un
increment en la taxa de mortalitat en edat adulta. Aixd és més alarmant si tenim en
compte que la prevalenca d'obesitat i sobregdasnfancia ha augmentat drasticament

en els ultims anys. A meés, |'obgiala infancia no sol ser un trastorn benigne, malgrat

la creenca popular que els nens amb sobrepes deixaran de tenir aquest problema
conforme avanca el creixement. Aixi mateix, també ha augmentat la incidéncia de
l'obesitat en dones en edat fertd] que pot suposar no només determinades
complicacions durant I'embaras siné també trastorns en la salut de la descendéncia, tant
a curt com a llargermini. Existeix una gran quantitat de recomanacions nutricionals per
disminuir la incidéncia de riscos dutal'embaras, amb la finalitat de reduir el pes
corporal abans de I'embaras. Si bé, sembla ser que no existeix un consens unanime en
les recomanacié de com i quan perdre pes abans de I'embaras. En tot cas, si que és
convenient evitar la restriccié caloriclurant la gestacid, ja que se sap que aixo pot
produir efectes negatiusla descendéencia. En aquesta tesi doctoral, I'objectiu ha estat
estudiar la programacié metabodlica associada a l'excés de greix corporal tant en etapes
perinatals com en etappsmerenquesEn primer llog analitzem en rates els efectes a

curt termini de la ingesta d'una dieta obesogénica durant giepesenquesD'altra

banda, vam voler determinguin efecteprodueix ala descendéncia el que les mares
haguessin passat per unipee de dieta de cafeteria i obesitat encara que agagst
estatseqguit d'un periode de reversio a dieta normal abans de la gestacio.

En aguesta tesi hem estudiat I'efecte de l'exposicidé a un curt periode d'una dieta
obesogénica (dieta de cafeteria) ates joves mascle. Hem observat que aquest periode
curt d'ingesta de dieta de cafeteria, malgrat no produir canvis aparents en el pes
corporal, indueix unayran acumulacié de greix corporal comparat amb els animals
control. A més, els animals alimentats amb dieta de cafeteria, van presentar una alta
ingesta energeética, hiperleptinemia i una alterada expressié deaNpyotalem,
reflecint una disfuncié en el cortl de la ingesta, aixi com una alteracié en la resposta
metabolica a les condicions de dejuni i alimentacio, en teixits claus implicats en
I'hnomeostasi energeética (teixit adipds blanc retroperitoneal i el fetge).

Es conegut que l'obesitat materna duramilbbaras i la lactancia predisposen a l'obesitat

i altres trastorns metabdlics a la descendéncia en I'edat adulta. En aguesta tesi ens hem
plantejat estudiar si els efectes perjudicials esperats en la descendencia associat a
l'obesitat dietética maternagen ser revertits amb I'eliminacié de la dieta obesogénica

de les mares abans de la gestacid. S'ha utilitzat principalment la dieta de cafeteria com a
dieta per engreixar, ja que en rates indueix una hiperfagia persistent i I'augment de la
ingesta d'energi com a resultat de la varietgialatabilitati la novetat dels aliments
disponibles, de manera similar als habits alimentaris i costums poc saludables observats

IX



Heriberto Castro Garcia, Tesis Doctoral

en humans. Aquesta dieta de cafeteria es va administrar a rates femelles des del dia 10
al dia 100 d'edat. Al final del periode d'ingesta de dieta de cafeteria les rates van
presentar major pes i greix corporal que les controls. Un mes abans de la gestacio es va
eliminar la dieta de cafeteria, substitdiat per una dieta estandard (model
postcaéteria). En eliminar la dieta de cafeteria es va produir una disminucio del pes i
del greix corporal, encara que van romandr
amb un 8% i 13% de diferéncia respectivament en comparacio al grup control. Durant el
periale de lactancia no es van trobar diferéncies en el pes corporal entre els grups; si be,
les mares postcafeteria van presentar durant la lactancia major contingut de greix
corporal i de leptina en sérum i llet. A partir de la setmana 9 de vida, les cnesee
postcafeteria van presentar menor pes corporal que les controls. A les 15 setmanes
d'edat les cries de mares postcafeteria no van presentar alteracions en els parametres
bioguimics analitzats. A més, estudiarem la resposta metabolica als cands en |
condicions d'alimentacié/dejuni en cries de mares postcafeteria a edats primerenques
(26 dies d'edat). Observarem que les cries mascle de mares postcafeteria presenten una
menor expressio de gens lipogénics (Pparg, Srebfl i Fasn) i lipolitics (PnplaR) e

teixit adipds retroperitoneal comparada amb la de les cries de mares control. Les cries
femella de mares postcafeteria van presentar una menor expressidé hepatica de gens
implicats en la lipogénesis comparada amb la de les femelles control, encdea que
resposta al dejuni no estava alterada. Per tant, si s'elimina la dieta de cafeteria un mes
abans de la gestacio en mares amb obesitat dietetica, encara que sense arribar a produir
se una reversio completa de I'excés de pes corporal, aparentment eprpudein els

efectes perjudicials de 'obesitat materna en el metabolisme lipidic de les seves cries.

Més a llarg termini, els animals descendents de mares del grup postcafeteria, tant
mascles com femelles, van presentar una menor ingesta, guany deirpesenor
percentatge de greix corporal quan son exposades a una dieta obesogénica, comparat
amb les cries de mares control. Després de 2 mesos d'exposiciGvasiem dietes

cries mascle de mares postcafeteria van mostrar en el teixit adip6s blaperiteineal,

una disminucié en l'expressio de gens lipoge(lRmara, Srebfl, Fas), Pnpla2ptlb,

InR, Lep i Mest, que no es va observar a les cries de mares control. A més, també van
presentar una menor expressié hipotalamica del neuropéptid orexif@nicue pot
explicar la menor ingesta observada en aquests animals, aixi com una menor activacio
de I'expressié de gens associats a la lipogénesis hepatica (Srebfl, Fas, Scdl) que pot
explicar la menor acumulacio de lipids hepatics observats en aquesiésastomparat

amb la de les cries de mares control. Per tant, existeix un fenomen de programacio
metabolica, especialment en la descendéencia masculina, que podria sét atribu
I'eliminacié de la dieta obesogénica a rates amb obesitat dietetica uabares de
I'embaras, que ha generat un efecte protector en les cries en edat adulta enfront del
guany de pes, acumulacié de greix, hiperfagia i acumulacié hepatica de lipids encara
després de I'exposicié a un ambient obesizg Siaixd espoguédraslladara persones

obeses que planifiquen quedar embarassades, caldria recomanar una dieta equilibrada i
la pérdua d'almenys una part del pes corporal durant uns mesos abans de la gestacié
amb la finalitat de que la descendencia gaudeixi d'una programacio noatabol
saludable.
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ABSTRACT

Overweight and obesity irchildhood and adolescence have been associated with
increasd mortality rate in adulthood. This is more alarming if consider that the
prevalence of obesity and overweight in children tsendramatically in recent years.
Moreover, obesity in childhood ot a benign disorder, despite the popular belief that
overweight children leave this problemhen they grow.In addition, t has also
increased the incidence of obesity in women of childbearing age, which can lead not
only to certain complications duringregnancy but also health disorders in their
offspring bothin short and long term. There are a lot of nutritional recommendations to
reduce the incidence of risk during pregnancy in order to reduce body weight before
pregnancy. However appears that the is no unanimous consensum the
recommendation on how and when Itse excess ofveight before pregnancyn any
casesit is desirable to avoid calorie restriction during pregnancy because it is known
that this can produce negative effects on thepoifig. In this doctoral thesis, the
objectivehas beerto study the metabolic programming associated with excess body fat
in perinatal stages. On the one hand, we andlyzeats the short term effects of the
intake of an obesogenic diat earlystagesOn the other hand, we wanted to determine
the effecs onthe offspring of damghat has been exposeddafeteria diet and obesity,
although this followed a period of reversion to normal diet before pregnancy.

In this thesis we studied the effecttbk exposure to a short period ah obesogenic

diet (cafeteria diet) in young male rats. We have observed that this short cafeteria diet
feeding despitedid not produceany apparent changes in body weightducedan
accumulation of body fatompared to cdmol animals. In addition, the animals fed with
cafeteria diet had greater energy intake, hyperletinemialsgr@dexpression of Npy in
hypothalamus, reflecting a dysfunction in the control of food inttey also showed
animpaired metabolic responsefasting and feeding conditions in key tissues involved

in energy homeostasf/hite adipose tissue retroperitoneal and Jiver

It is known that maternal obesity during pregnancy and lactation predispose to obesity
and other metabolic disorders in offsgy in adulthood. In this thesis veémedto study
whether theadverseeffects expected in the offspring associated with maternal dietary
obesity can be reversed with the removal of the obesogenic diet in mothers before
pregnancy. The cafeteria diet hagbenainly used as fattening diet, because inglunce

rats persistent hyperphagia and increased energy intake as a result of the variety,
palatability and the novelty of the food available, similarly to unhealthy eating habits
observed in humans. This cafeteria diet was administered to female rats frdi® wa

day 100 of age. At the end of the period of cafeteriaidiake the rats had highdrody

weight and body faicontentthan the controlsOne month before pregnancy, the
cafeteria diet waseplacedwith a standard diet (postcafeteria mod#\)hen cafeteria

diet was removed, rats presentaddecrease ifbody weight and body fatontent
although remaineén 8% and 13% respectivelyigher at matingcompared with the

Xl



Heriberto Castro Garcia, Tesis Doctoral

control group. During lactation, no differences were found in body weight between
groups; however, postcafeterdamshad higher body fat content ahejher serumand

milk leptin levels during lactation. From wee8 of life, the offspring of postcafeteria
dams had lower body weight than controls. At 15 wgeek agethe offspring of
postcafeeria dams did not presented alterationsaity of biochemical parameters
analyzed In addition, we study the metabolic response to changes in feeding/fasting
conditions in postcafeteria youpgpsat early aged6-day-old). We observed that male
offspring of postcafeteria danhada lower expression of lipogenic (Pparg, Srebfl and
Fasn) and lipolytic genes (Pnpla2) in the retroperitoneal adipose tissue comnoptred
offspring of control damd-emale offspring of postdeteria dams had a lower hepatic
expression of genes involved in lipogenesis compared to control females, although the
response to the in fasting condition was not impaired. Therefore, if the cafeteria diet is
removed one month before pregnancy in motheith a dietaryinduced obesity,
apparently can prevent the harmful effects of the maternal obesity on metabolism lipid
in their offsprings although a complete reversion of the excess body weight is reached.

In the adult agethe offspring of the postcafieria damsboth males and females
presente lowerfood intake,lower weight gain and lower percentage of body fat when
exposed to an obesogenic diet, comparedhe offspring of control dams. After 2
months of exposure to western diet, male offsprihgpastcafeteria dams showed in
white retroperitoneal adipose tissue a decrease in the expression of lipogenic genes
(Ppara, Srebfl, Fasn), Pnpla2, Cptlb, Insr, Lep and Mest, which it was not observed in
the offspring of control dams. In addition, they alsad a lower hypothalamic
expression othe orexigenic neuropeptiddlpy, which may explain the lower intake
observed in these animals ataler activation of gene expression associated with
hepatic lipogenesis (Srebfl, Fasn, Scdiat canexplain the lowe hepatic lipid
accumulationobserved in these animatempared to theffspring of control dams.
Therefore, there is a phenomenon of metabolic programming, especially in male
offspring, which could be attributed to the eliminatimme month before pregnanof
obesogenic dietb dietary irducedobesityrats, whichhas generated a protective effect

in the offspring in adulthood against weight gain, fat accumulation, hyperphagia and
hepatic lipid accumulation even after exposure to an obesogenic environment. If we
could applythis toobese people who plan to becomegmant, it wouldeimportantto
recommend a balanced diet and the loss of at least part@tdbss obody weight few
months before pregnancy in order assure thathe offspring canhave ahealthy
metabolic programming.

Xl
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1. IntroducciénGeneral

1. Introduccion General
1.1.La obesidad y el sindrome metabdlico

Segun la Organizacion Mundial de la Sali@MS), el sobrepeso y la obesidad se
definencomo una acumulacién excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud
(OMS 2015) Se considera que la obesidad ha aumentado hasta tal grado que alcanza ya
proporciones epidémicas. De hecho, segun datos recientegdos por la OMS, desde

1980 los casos de obesidad se han dobladmao el mundqOMS 2015) En 2014,

mas de 1900 millones de adultos presemtaobrepeso, de los que mas de 600 millones
fueronobesoses decirel 3446 de la poblacidbn mayor de 18 afios tiene sobrepeso y el
13% obesidadOMS 2015)

Paralelamente al incremento de sobrepeso y obesixiagte tamiEn un aumento de las
enfermedades asociadas a la obesidad, implicadas en el desarrollo del sindrome
metabolico El sindrome metabdlico incluye una serie de alteraciones fisiolégicas como:
resistencia a la insuling alteracion de la tolerancia a la glucoskslipidemias e
hipertension(Cai and Liu 2012 Su diagndéstico también se puede dar cuando existen
niveles elevados de triglicéridos y colesterol, bajos niveletipdgroteinas dedlta
densidad (HDL) y valores altos de glucosa en situacion de ayuno en flsisan,
D'Agostino et al. 2005)A nivel clinico el sindrome metabdlices una causa de
morbilidad y mortalidad de enfermedades cardiovascu{gsfahani, Movahedian et al.
2015). Ademas, esté totalmente vinculado adsistencia a la insulina, tendiendo un
impacto negativa nivel mundial sobre la incidencia de diabetes mellitus tifhoirea

Luna, MedinaUrrutia et al. 2015) Entre las complicaciones de salud que afectan a
diferentes 6rganos y sistemas se encuentran: higado graso, enfermedades respiratorias y
cancer (Bonomini, Rodella et al. 2015E| sindrome metabdlico puedieberse a
factores genéticos en combinacién con factores ambientales, como la ingesta excesiva
de calorias y niveles reducidos de actividad figlamaLuna, MedinaUrrutia et al.

2015)

De acuerdo con la definicién de sindrome metabdlico, el impactéstegenera sobre

el riesgo cardiovascular y la mortalidad asociada, es importante para justificar la
necesidad de un diagndstico general y establecer medidas sanitarias para la prevencion y
tratamiento de los sintomas de este sindrome. Muchas investigaaonesnirado sus
objetivos sobre la inflamaciéon en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular y el
papel quda inflamacién puedeeneren el desarrollo del sindrome metabdl{&® la

Torre 2004; Esfahani, Movahedian et al. 20glicando los criterios establecidosrpo

la OMS para el diagndstico del sindrome metabdlico, se ha determinado que la
prevalencia de este sindrome es de un 17% en la poblaciéon europea y un 19,3% en la
poblacion espafiole la Torre 2004)

Una de las mayores causas del sindrome metabdlico es la ol®smtaht and Taylor
2006)Para contrarrestar esta causa y prevenir los problemas de salud que surgen en
consecuencia, se podrian adoptar habitos alimenticios mas saludables, como el alto
consumo de alimentos bajos en grasas saturadas y la ingesta de fibra (fetiéisen

and Tucker 2007asi como la promocion de unaiaictad fisica moderadde hecho,

en el control de la obesidad es importantpriavencion inclusoes importante iniciar

con la prevencion de la obesidad en etapas temprgmague la obesidada
incrementado en nifios en edad escMdnitaker 2004)
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El sobrepeso y la obesidad enihfancia y en la adolescencia se han asociadaioo
increment en la tasa de mortalidad en edad adfKaebs, Himes et al. 2007En
Estados Unidos ehimero de nifios cosobrepeso se triplicé entre 1980 y 2000
(Daniels, Arnett et al. 2005y segun los ultimos datos recogidos por la OMS en 2013,
mas de 42 millones de nifios menores de 5 afos tenian soli@MSR015)

La obesidad en la infancia no suele ser un trastorno benigno, pese a la creencia popular
de que los nifios con sobrepeso dejaran de tener este problema conforme avanza el
crecimiento. Cuanto mayor tiempo se haya padecido sobrepeso durante la infaacia,
probabilidades habra de que continué con esta alteracién hasta la adolescencia y la
adultez Los nifios que desarrollan un nivel elevado de adiposidad durante el
crecimiento antes de los cinaéosy medio tienen mayor tendencia a padecer obesidad
gue aquebs nifios cuyo desarrollo de adiposidagsesentadespués de los siete afios

de edadKrause, Mahan et al. 2003)a obesidad en nifios en edad escolar va ligada a
una serie de problemas de salud que pueden manifestarse como graves consecuencias en
etapas adultas tales como hipertensién, diabetes tipo 2, dislipidemias y enfermedades
cardiovasculare§Sabin and Kiess 2015)

Este incremento de lamsosde obesidad esn gran medidgrovocado por la falta de
actividad fisicay por un consumo energético descontrolésicheers, Philippaerts et al.

2012) Tanto la calidad como la cantidad de los alimentos que se consumen pueden
constituir uno de los principales factores en el desarrollo de enfermedades asociadas con
la obesidad.

Ademas, considerando la prevencion de la obesidad desde etapas tempranas de la vida,
existen evidencias que destacan la importancia de la nutricion en las primeras etapas de
la vida (nutricion fetal y durante la lactancia) en la prevencion de la obesitimedad
adulta(Martorell, Stein et al. 2001; Pico, Palou et al. 20I2nto el exceso como la
deficiencia de nutrientes durangtapas tempranas como la gestacion y la lactancia
pueden desencadenar una serie de alteraciones epigenéticas que se pueden manifestar a
lo largo del desarrollo del individudimenezChillaron,Diaz et al. 2012; Yu, Han et al.

2013) En este sentido, cada vez esta mas claro que la nutricion materna durante la
gestacidon y/o la lactancia, asi como la nutricibn en edtaepranas, puede tener
consecuencias a largo plazo en la salud metab(Biagker 1990; Pico, Palou et al.

2012) La hipétesis de sobrenutricion fetal sugiere que el aumento de adiposidad
durante la etapa gestacional puede llegar a provocar cambios en el metabolismo
enggético y en el control del apetito del sistema enddcrino fedto predispone un

mayor riesgo de obesidad en etapa adutwvior, Smith et al. 2007; Sanchez, Priego et

al. 2012; Llopis, Sanchez et al. 201Rdr tanto, & obesidad durante el embarazo es uno

de los focos de atenciddebido a factores de riesgo latentes tanto para laentatno

para el recién nacido.

1.2.La programacion metabolica

En humanos como en otros mamiferos, la mayor parte del proceso de division celular,
ocurre durante la vida fetal, lo que aumenta la importancia de que existan condiciones
optimas dentro del uterdl desarrollo intrauterinces dependiente de la nutricién
materna, asi como de procesos hormonales y metab{llessi, Beall et al. 2013l
concepto déiprogramacion, establecejue las condiciones presentes durante el periodo
gestacional pueden programar alteaes en el sistema fisiologico, las cuales también
interfieren en el proceso de desarrollo de tejidos y 6rganos importantes provocando
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cambios irreversibles en la estue y funcion corporafAlfaradhi and Ozanne 2011;
Martin-Gronert and Ozanne 2013)

En este sentido, estudios epidemiolégicos en humanos y estudios en animales han
mostrado que la nutricibn perinatal afecta a la susceptibilidad a desarrollar
enfermedades cronicas relacionadas con la dieta en la edad autiitgendo la
enfermedad cardiovascular, la diabetes de tipo 2, la obesidad y el (amogiey

Evans 1999)En particular, tanto la desnutricibn como larsatimentacion durante el
embarazo tienen efectos potencialmente adversos sobre la adiposidad de los hijos en la
edad adultgMartorell, Stein et al. 2001Pe hecho, xisten una serie de estudios que

han relacionado la obesidad materna con sintomas predecibsdieme metabdlico

Aun se desconocen los mecanismos exactos por los cuales la obesidad de la madre
durante el embarazpuede programar alteraciones metaboliess las crias No
obstante se ha comprobado que una dieta elevada en grasas durante el embarazo
ocasiona un aumentn el nivel de triglicéridos hepaticos y dadddativo en el feto,
provocandoincluso, que estas alteraciones se mantengan en las primeras etapas del
desarrtdo (McCurdy, Bishop etl. 2009) Otros estudios indican quelcalidad de la

dieta en mujeres con sobrepeso u obesidadekeionadadirectamente con el
crecimiento fetal y enl@iesgo de desarrollar una ganancia deopelerada en etapas
temprams (Symonds, Mendez et al. 2013demas, na sobrealimentaciéen etapas
tempranas puede alterar de manera permanente la regulacion de la ingesta de alimentos
e incrementar significativamente la susceptibilidad al desarrollo de obébdaiih-

Gronert and Ozanne 2013)

1.2.1 Efectos de la obesidad materna durante la gestacion en el desarrollo de
enfermedades en la descendencia

La obesidad durante el embarazo damentadoconsiderablementeen paralelo al
incremento de obesidad en la poblacién general, en paises desarrollados. Este hecho es
de especial preocupacion ya gaeobesidad materna es un factor de riesgo importante
que puede afectar el proceso del embarazo y la s#uld madre ylel recién nacido,

incluso lo predispone para padecer trastornos metabdlicos en etapas(Mhiliask,

Barrett et al. 2014)En cuanto aiesgospara A madre relacionados con la obesidad
durante el embarazo se ha observado una mayor incidendialu#es gestacional e
hipertension(Matusiak, Barrett et al. 2014Ademas, eaumento de peso gestacional se
relaciona positivamente con la retencion del peso después de(@atse, Mahan et

al. 2005) Por otro lado, la obesidad materna durante el embarazo se ha relacionado con
complicaciones en el neonaifigura 1.1) Por ejemplo, d obesidad dante el
embarazopuede resultar en partos prematurosina mayor mortalidacen etapas
tempranas fetales o tardias cuars#otrata de una madre primeriZa parte de las
complicaciones asociadas con la obesidad materna durante la etapa fetal o en el
momentodel nacimiento, existen @ complicacioneselacionadas comactores de

riesgo para el desarrollo de enfermedades en la edad adddtaas de la obesidad
materna, la ingesta de una dieta rica en grasa durante la gestacion per se, sin que exista
obesida materna también contribuye a un incremento de la incidencia de obesidad en la
descendenci@/Vhite, Purpera et al. 2009A\demas los efectos deletéreos de la ingesta

de una dieta rica en grasa, dependen, no sélo de la cantidad total de grasa si no del tipo
de grasa que se ingigildopis, Sanchez et al. 2014)

No se conocen en profundiddos mecanismos por los cuales la obesidad materna
durante la gestacion produce estos efectos negativoss®eree quelteraciones en
vias metabdlicas relacionadas con el control del apetito y mecanismos periféricos que
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regulan la sensibilidad a la nlgha, podrian ser los responsable. A nivel mas molecular,
tanto los procesos quaumentanel estrés oxidativo)a inflamacion ydeterminadas
modificaciones epigenéticasodrian contribuiren la transmision de enfermedades
metabolicas de la madre al h{lekhzayJaf O'Dowd et al. 2012)

En la actualidad existen un gran numero de recomendaciones nutricionales para el
embarazo, entre las que se incluyen una dieta balanceada y equilibrada y rutinas de
ejercicio; sin embargno se han establecido recomendacionesigciuyan una pérdida
de pesantes de la gestaciém que seria mas compatible con la salud reproductiva.

Incremento de peso Resistencia a la insulina Dieta desequilibrada

Sobrealimentacion/obesidad maternal

in titero versus postnatal

Alteracion en la
funcion de las células
beta pancreaticas

Proliferacion del
tejido adiposo/

Menor masa/funcion Hipertrofia Higado Graso
del musculo
esquelético Hipertension/ alteracion

de la funcion vascular

Funcion de la placenta
anormal Hiperfagia

Resistencia a la insulina

Obesidad y desérdenes metabolicos en 1a descendencia

Figura 1.1 Efectos de la obesidad y/o sobrealimentacibn materna en la programacion
metabdlica de la obesidad y deso6rdenes asociados en la descendencia. Adgpithaiadie
and Ozanne 2011)

1.22. Efecto de la obesidad materna durante la lactanci®&n el desarrollo de
enfermedades en la descendencia

Las complicaciones de la obesidad durante la gestacion no teremredmomento del

parto, siguen generando complicaciones durante la lact®uwiajemplo, sba descrito

que la obesidad materna un mes después del parto es un factor de paeada
interrupcién temprana de la lactancia matémiatishauser and Carlin 1992e hecho,

las madres con obesidad o sobrepeso interrumpen la lactancia antes que las madres co
peso normal(Hilson, Rasmusseat al. 1997; Donath and Amir 2000; Li, Jewell et al.
2003) Esto mede ser debido a quasl madres con sobrepeso u obesidad pueden tener
complicaciones con el inicio de la lactancia al interrumpir la produccién normal de
leche Ello podria suponer grave®nsecuenciapara la descendencia, ya que tanto la
falta de lactacia materna como la corta duracion de ésta se han asociado con el
desarrollo de obesidad en la descendefi@pe, Bacardi Gascon et al. 201%g sabe
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que la alimentacion durante la lactancia con leche materna, comparado con la
alimentacion con leches artificiales, se ha asociado con un menor riesgo a desarrollar
obesidad durante la infancia tardia y la adolescencia, por tanto la interrupcion temprana
dela lactancia materna puede tener consecuencias mas a largo plazo en la descendencia.

En ratones con obesidad inducida por la dieta se han observado numerosas anomalias
relativas a la funcion de la glandula mamaria, comodism@minucion de los conductos

de la gldndula mamaria y el incremento del tejido adiposo en este tejido durante la
gestacion(Flint, Travers et al. 2005 Ademas, tambiése producen alteraciones la
composiciéon de la lecheomo porejemplajna menor e xgagei@asyibajan d e
pr oduc c iactoalbithima, |0 quepuede suponerpara elrecién nacidp una
deficiencia nutrimental basica para su desarroBegun estudios en animales el
volumen de leche se ve afectado con una menor produccidon después de la exposicion a
una dieta elevada en gragaen sus crias la tasa normal de crecimiento se ve aterad
aumentando incluso el riesgo de mortalid@blls and Rowel982; Rasmussen,
Wallace et al. 2001)

En rasgos generales, la obesidad maternal o la ingestatde iwcas en grasas durante

la gestacion y también en lactancia tienen efectos negativos en la salud de la
descendencia. La crias de madres alimentadas con dieta de cafeteria durante la lactancia
presentaruna mayor adiposidad y peso corporal quectagroles(Guo and Jen 1995;

Bayol, Simbi et al. 2005; Buckley, Keseru et al. 2005; Bayol, Simbi et al. 2010)
Ademas de las alteraciones en peso y grasa corporal, las crias de madres alimentadas
con dietas ricas en grasa presentan alteraciones semejantes a las del sindrome
metabolico en humand#®rmitage, Taylor et al. 2005Estes animales presentan un
aumento de la presion arter{#han, Taylor et al. 2003)naalterada homeostasis de la
glucosay de lipidos en suer¢Guo and Jen 1995; Taylor, McConnell et al. 2005)
También se ha visto que estos animales son mas premdndesarrollo de esteatosis
hepatica Bruce, Cagampang et al. 2009; Gregorio, Seve#o et al. 2010)

Cabe destacar que estos efectos negativos, dependen no de la cantidad de grassa total
sesino del tipo de grasa. La sobreingesta materna de mantequilla, comparado con la
sobreingesta de aceite de olivan@rgarina, produce efectos mas deletereos en la
descendencigSanchez, Priego et al. 2012; Llopis, Sanchez et al. 28d)ha
observado que las crias de madres que recibieron una saphdeiandel 30% en forma

de mantequilla eran mas propensan a desarrollar esteatosis hepatica que las crias d
madres suplementadas con la misma candida de aceite de oliva o0 maidapiza
Sanchez et al. 2014)

Por tanto, una exposicion temprana aeMneso de grassaturadgpuede tener efectos
negativostardios enla salud metabdlica de la descendencia, especialmsntesta
exposicidon se producdurante la vida fetal y la infanciga que son periodode gran
vulnerabilidad a factores externos.

1.2.3 Efecto restriccion caldrica antes del embarazen la progenie

Como se ha comentada;taalmente la obesidad matemsun focode atencion por su
implicaciébn en complicaciones metabdlicas tanto para la madre como para el recién
nacido(Wang, Davies et al. 2002; Bellver, Rossal et al. 2003; Mclintyre, Gibbons et al.
2012) Existen algunos estudios que recomiendan teneindice de masa corporal
(IMC) en rangos normales antes del embarazo. Se ha sugerido que el perdetgseso

del embarazgreviene las complicaciones asociadas a la obesidad materna durante la
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gestacion(Glazer, Hendrickson eal. 2004; Getahun, Ananth et al. 2007; Ehrlich,
Hedderson et al. 201L1)Yna pérdida de peso,t4Kg) antes del embarazo se asocia con
un menor riesgo de diabetes gestaci¢@#zer, Hendrickson et al. 2004 clusose ha
obsevado que los hijos de mujeres que se han sometido a cirugia bariatrida para
pérdida de pes@resentan unenayor sensibilidad a la insulina y mejor perfil lipidico
comparao con sus hermanos que nacieron antes de dicha cifkigih Biron et al.
2006; Smith, Cianflone et al. 20090 obstante, la vigilancia metabdlica de nifios que
han nacido después de una pérdidgpesonaterncantes del embarazo es aun escasa.

Por otra partetambién es importante tomar en cuenta alguposibles riesgos
asociados con la pérdida de peso antes del embaeagae s importanteconsiderael

nivel en que puede afectar una restriccion energética antes de la ge@vtidsiak,

Barrett et al. 2014)Si bien parece que existen indicios de que una pérdida de peso en
mujeres obesas antes de la concepcion puede suponer beneficios tanto para la salud
materna omo para la de la descendencia, no existe usetmoen lasestrategiague

deben seguir las mujeres para esta pérdida de peso antes del embarazo. El principal
problema estaria en que habria que evitar periodos de balance energético negativo
durante las etapas iniciales de la gestacion. Si bien es verdad, como hemos comentado
hasta ahora, que la sobrealimentacion y la obesidad materna durante la gestacion puede
tener consecuenciagen la salud metabdlica de la descender{Eigura 1.2) una
restriccion caldrica durante las etapas iniciales de la gestacioriétamtoduce
adaptaiones metabdlicas que predisponen a la descendencia a un mayor desarrollo de
obesidad(Garcia, Palou et aR010; Palou, Priego et al. 2010; Garcia, Palou et al. 2011;
Konieczna, Garcia et al. 2013)os estudios de la hambruna holandesa, son un ejemplo
gue apoya la tesis de que una desnutricion en edades tempranas de la vida produce un
aumero de la obesidad en edad adulta (revisad(Barker 1990; Martorell, Stein et al.

2001; Pico, Palou et al. 20)2purante los ultimos 6 meses de la 22 Guerra mundial el
hambre asol6 la parte occidental de Holanda, de forma que la ingesta de las mujeres
embarazadas de esta zona se redujo de KeB)@ 800 Kcal por dia. Cuando los hijos

de estas mujeres se alistaron al ejército, a los 19 afos, se observo una gran incidencia de
casos de obesidad en las zonas expuestas al hambre comparadas con zonas del mismo
pais no expuestas. Existen ademas numemsoslios en animales que muestran que

una restriccion calérica durante la gestacion predispone a la descendencia a obesidad y
complicaciones asociadas (revisaddqfico, Palou et al. 201p)

3

Desnutricion Exceso nutricion
T Riesgo T Riesgo
Riesgo de
obesidad en
la edad
adulta

Lactancia Materna
,L Riesgo

Nutricion fetal y en la infancia

Figura 1.2.La nutricién en etapas tempranas y su relacion con la predisposicion al desarrollo de
obesidad en la edad adulta. Adaptad@\igrtorell, Stein et al. 2001)
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Por tanto,son necesarie mas estudios para determinar los efectos beneficiosos de la
pérdida de peso materno antes de la gestaeidtando los riesgos asociados tanto a la
obesidad materna como a la restriccion cal6rica durante la gestédiamg,
Rattanatray et al. 2011; Matusiak, Barrett et al. 2014)

1.3. Componentes bioactivos de la leche materna

Existen numerosas investigaciones basadas en los beneficiodedbdamaterna. La
desnutricion ocasional 60% de los 19 millones de muertes que ocurren cada afio en
nifos menores de 5 aflos. Mas de dos terceras partes de estas muertes estan asociadas
con malos habitos alimenticios que se realizan durante el primer afio de vida. Los nifios
gue logran sobrevivir a estas defiwesnutricionalesa menudo padecen enfermedades

y complicaciones para un buen desarrollo. La lactancia materna es una etapa clave en
los primero dias de viddNo obstante las cifras de alimentacién con leche materna
siguen siendo bajas aun después da evidencia cientifica existestgue demuestra

un menor riesgo de mortalidad y desnutrigidones, Steketee et al. 2003; Debes, Kohli

et al. 2013) Como recomendaciogeneral,los recién nacidogsleben ser alimentados
exclusivanente de leche materna durante los primeros 6 meses de vida para alcanzar un
Optimo crecimiento y desarroli®OMS 2003) A partir de los seis meses la lactancia
maternadeberia continuacombinada comtrosalimentos de buena calidadtritiva y

en cantidades suficientes, como minimo hasta los dos afios d¢leidal, Lagstrom

et al. 2013)

Los nutrientes en la leche humana tienen multiples funciones, como proporcionar
aminoéacidos en cantidades suficientes para asegurar un buen fomeroadé tejido
musculary facilitar un 6ptimo desarrollo de funciones fisiol6gicas importatdemas

de los nutrientes, la leche materrantiene una gran variedad de elementos entre los
que se encuentramitoquinas, péptidosreguladores enzimas, inmunoglobulinas,
proteinas yesteroidegpara mantener las necesidades metabdlicas de los recién nacidos.
La lactancia materna tiene beneficios preventivos contra alteraciones metabdlicas y
enfermedades crénicas, ademas@ssideradacomo alimento funcional debido a los
multiples beeficios en la nutricior{Hawkes, Bryan et al. 2004; Savino, Liguori et al.
2010) La leche materna proporciona menonti@dad de proteinas que la leche de
férmula (Arenz, Ruckerl et al. 2004).a alimentacion con leche materrfeente a las
leches de férmulaproporciona una gran cantidad de ventajas cdenonejorade
funciones cognitivada disminucion de lincidencia de enfermedades autoinmunes y la
proteccion frente a estados de sobrepeso u obesidad en etapag/agodtiasni 2005)

Hasta hace poco se desconoajaé compuestbioactivosson losresponsablede esta
accion protectora de la leche materna en la futura prevencion de desarrollo de
alteraciones metabdlicas en la edad ad@&han identificaden la lecheun numero
considerable de hormongsge intervienen en la regulacion dentaneostasis energética
entre las que sencluyen: leptina, adiponectina e insuli(@avino and Liguori 2008;
Aydin, Kuloglu et al. 2013)Estas hormonas tiene la capacidad de regular la actividad
de varios tejidos, hasta que el sistema enddcrino del neonato inicia su funcionamiento
(Savino and Liguori 2008)Algunos de éstos péptidos son secretadosueforsna
activa.La leptina, insulina y la adiponectina son g@os de estas sustancias bioactivas
que tienen una funcién importante en la regulaciéon de la ingesta energética y la
composicion corporalAdemas de tener un efecto directo sobre el control del apetito y
la ganancia de peso en el recién nacido, éstosdpéptimbién favorecen la maduracion
intestinal y el desarrla de circuitos neuronales en sstema nervioso central que
controlan el metabolismden este sentidgdas hormonas presentes en la leche materna
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pueden influir metabdlicamente durante los primseafios de vida de los hijos
(Agostoni 2005)Por lo tanto epapel protector de la leche materna se puede atribuir no
solo a su composicidnutricionalsino a la funcion deiferentesadipoquinagpresentes
(Karatas, Durmus Aydogdu et al. 201En particular, el descubrimiento de la nueva
funcién de la leptina en la leche materna por nuestro labardtarabierto una nueva
puerta en este campo del conocimigiMaalles, Sanchez et al. 2006; Pico, Oliver et al.
2007; Sanchez, Priego et al. 2008; Konieczna, Sanchez et al. 2015)

1.3.1. Leptina

En animales la suplementacién con dosis fisiologicas de leptina durante la lactancia
tiene un efecto preventivo del desarrollo de obesidad y sobrepeso en etapas adultas
(Pico, Oliver et al. 2007; Sanchez, Priego et al. 200&obre las caracteristicas
metabolicas propias del sindrome metabdlico: los animales suplementados con leptina
oral duante la lactancia presenta, en la edad adulta, una mayor sensibilidad a la insulina
y a la leptina y una menor preferencia por los alimentos ricos en {Basahez, Priego

et al. 2008).

La leptina es una hormona no glicosilada de 16 kDa que pertenece a la clase 1 de una
familia decitoquinas(Abella, Scotece et al. 2@} Ejerce su accién bioldgica a través

de la activacion de su receptor -Bb. En principio, s principal funcién es el de
mantener la homeostasis energética en el organidmoleptina actia a nivel
hipotalamico como sefializadora del estatus nutricional, por lo que se la considera una
importante sefial reguladora del peso corporal y del balancgééne (Ahima 2006)

Se ha descrito que reduce la ingesta de alimentos y aumenta el gasto energético al actuar
especificamente sobre el nucleo hipotalamico activando factores anorexigénicos y
suprimiendo la accion deeuropéptidos orexigénicgdhima, Prabakaran et al. 1996)
Ademas, minuye la cantidad de energia almacenadarenmenta su movilizacién a

nivel periférico ayudando en ehantenimiento debalance energétic(Brunton and

Russell 2008)De hecho, lasupresion del gen de leptina o de su receptor provoca un
apetito postprandial constante que genera&ansumo excesivo de alimentos y por lo
tanto un desequilibrio en el balance energgmrhukova, Huang et al. 2010)

La leptina, estdrincipalmente producida por los adipocitosuys niveles circulantes

estan positivamente correlacionados ebtamarno de las reservas gragas indice de

masa corporal (IMCjMaffei, Halaas etl. 1995; Ostlund, Yang et al. 199&demas,

su sintesis tambiéastaregulada por mediadores inflamatori@ualillo, Eiras et al.

2000) Tanto en ratones como en humanos, se observa un descenso de la leptinemia tras
la pérdida de peso corpodaffei, Halaas et al. 1995¢Como ya ha sido descrito antes

hay un incremento de los niveles de leptina circulantes en condiciones de obesidad
(Hamed, Zakary et al. 201,1aunque hay niveles elevadaxiste una pérdida en la
capacidad de sefalizacion para la saciedad lo que puede ocurrirasuttado de una
resistencia a la leptinéBrabant, Nave et al. 2002pi bien el tejido adiposo es la
principal fuente de leptina circulante, también el estbmago produdena lleptina,

tanto al lumen gastrico como a la circulacion, en cantidades sustanciales y regulables
por la ingesta, lo que plantea un aspecto novedoso en la funcién de la leptina como
mediador en la respuesta saciante a corto {@iudi, de Matteis et al. 2001; Oliver,

Pico et al. 2002; Pico, Oliver et al. 2003; SanchdxeDet al. 2004)

Leptina en leche

La leptina estéambiénpresenteen la leche materngCasabiell, Pineiro et al. 1997,
Houseknecht, McGuire et al. 199y)es absorbidgor el estbmago imaduro de ratas
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neonatas y trasferida a la circulaci@asabiell, Pineiro et al. 1997; Oliver, Pico et al.
2002; Sanchez, Oliver et al. 200Be hecho, se haidentificadoreceptores de leptina
en el epitelio gastricyg en células de absorcion del intest{Barrenetxe, Vilaro et al.
2002) lo cual sugiere que la leptina pugmsardesde la leche materna a la circulacion
sanguinealel lactantey ejercer su funcion de regulacide la ingesta corto plazo en

el neonato En animalesse ha observado gues niveles deabsacion estomacal de
leptinason elevadggarticularmente durante la primera mitad de la lactancia cuando la
produccionpropia de leptina&n el estbmago aun se encuentra k@javer, Pico et al.
2002) En la segundenitad del periodo de lactancieoincidiendo en ratas con el inicio
de la alimentacion con dieta sélidalicha absorcion exogenade leptina va
disminuyendo(Oliver, Pico et al. 2002)En ratas lactantes, la suplementacion con
leptina, ya sea directamente en la leche o disuelta simpiene@nagua, puede ser
absorbida por el estbmago aun en fase de madurag¢idasgbiell, Pineiro et al. 1997;
Oliver, Pico et al. 2002; Sanche&2liver et al. 2005ker transferida directamente a la
sangre (Casabiell, Pineiro et al. 1997; Sanchez, Oliver et al. 2008) leptina
suplementada por via oral en ratambién regulda ingesta energética, inhibiendo el
consumo de alimentgSanchezQliver et al. 2005)

La produccién de leche se lleva a cabo en tres fases: el calostro que es la leche inicial
producida después del parto en los primeros 5 dias de vida, la leche transicional que es
producida desde el dia 6 al dia 15 después dil pdinalmente la leche madura que es
producida 15 dias después del p48alaVila, Castellote et al. 2005%e ha visto que

la concentracion déeptina en la leche maternas mas alta en la fase de calostro
(Bonnet, Delavaud et al. 20Q2)espués inicia una redtion durante los primeros 180

dias Los niveles déeptina en leche humana son variables entre la poblacién, existe una
correlacion positiva entre las concentraciones del leptina en leche y las concentraciones
en plasma Ya adiposidadHouseknecht, McGuire et al. 1997; Uysal, Onal et al. 2002)

El hecho de que la leptina esté presente de manera natural en la leche materna, no asi en
las formulas infantiles(O'Connor, Funanage et al. 2003y sabiendo queen
comparaciorconla leche de formulda lechematernagjerce un efecto protectfrente

a la obesidad en etapas adultdsmstrong, Reilly et al. 2002podriasugerirun papel

de la leptina como un componente de la leche materna y la prevencién del sobrepeso u
obesidad en etapaardias.Existen tambiérevidenciasen humanogel papel de la

lepting comoun componente de leechematernaenla futuraprevencion del desrollo

de obesidad en la edaamtulta. Los niveles de leptina en leche se correlacionan
negativamente con el incremento de indice de masa corporal de los neonatos durante el
primer mes de vidéDoneray, Orbak et al. 2009)con el incremento de peso corporal
hasta los 6 mesg$chuster, Hechler et al. 201&)incluso con la gancia de peso
corporal hasta los 2 afios de e(@slitalles, Sanchez et al. 2006)

Por tanto, resulta interesanigentificar a aquellos factores, por ejemplo famtes
nutricionalesnaternosquepuedanafecten a la cantidad de leptina en la leche materna
como estrategia para la prevencion de la obesidad en la edad adulta.

1.3.2. Adiponectina

La adiponectinaes una proteinatambién conocida como Acrp30adipocyte
complementelated proteinde 30 kDa) secretada por los adipocitBScherer, Williams

et al. 1995) cuya expresion incrementiturante la diferenciacion de preadipocito a
adipocito maduro(Beltowski 2003)y su secreciéms estimulada por la insuliriileier
and Gressner 2004)
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Su s2ntesis est 8§ reeegtor | actdvado poo prolifePaBofeRr o (
peroxisomales gama, peroxisomal proliferatofactivated receptep ) , un recept
nuclear cuya expresion en higado y musculo es importante para la regulacién de la
resistencia a la insulina en obesidMbeda, Takahashi et al. 2001)a adiponectina

tiene dos receptores: Adif®l cuya expraon es abundante en muasculo esquelético

mientras que Adipd&R2 es abundante en higado. Al interrumpir la actividad de los dos
receptores se produce wuna reducci-n en | a
acidos grasos y la captacion de gluogd&amauchi, Karon et al. 2003)

Entre sus funciones t&sla de regular los niveles de glucosa y la degradacién de acidos
grasogMaeda, Okubo et al. 199@articipa también en la regulacion de la homeostasis
energética estimulando la ingesta de alimentos y reduciendo el gasto de energia
(Schondorf, Maiworm edl. 2005; Kubota, Yano et al. 2007)

Es la mas abundantke las adipoquinas con una concentracion en suereB8eug/mL

(Min, Lemon et al. 2012)Se encuentra en bajas concentraciones en individuos con
obesidad (Gavrila, Chan et al. 2003; Hoffstedt, Arvidsson et al. 2G0éi individuos

con resistencia a la insulifielu, Liang et al. 1996; Hotta, Funahashi et al. 2000; Weyer,
Funahashi et al. 2001).0s niveles de adiponectina aumentan con la mejora de la
sensibildad a la insulina y con la pérdida de pégang, Lee et ak001; Hulver, Zheng

et al. 2002; Milan, Granzotto et al. 2002)

Adiponectina en leche

En el 2006 selescribidpor primera vez la presencia de adiponectina inmunoreactiva en
leche humanéBronsky, Karpisek et al. 2006; Martin, Woo et al. 20Q@) presencia de
adiponectina en leche materna, la expresion de ARipcen intestino de ratones
lactanteqZhou, Sun et al. 2005) la expresion de Adip&1 y AdipaR2 en el epitelio

de colon humang@Yoneda, Tomimoto et al. 20083ugiere que esta adipoquina podria
participar en la regulacion del crecimiento y desarrollo del negBatino and Liguori
2008)

La concentracion media de adiponectina en leche es de aproximadamente 19 ng/mL
(rango 42 a 879 ng/mL) lo que representa 40 veces mas que las cantidades descritas
para leptingBronsky, Karpisek et al. 2006; Martin, Woo et al. 20@) humanos, la
concentracion de adiponectina en leche disminuye durante la ladfisiactan, Woo et

al. 2006; Weyermann, Brenner et al. 2Q@&0)nque parecen existir resultadpsiestos
indicando que los niveles de adiponectina en leche aumentan a medida que avanza el
periodo de lactanciay que, ademas estos niveles se ven afectados por el estado
hormonal e inflamatorio de la madi@zarda, Gunes et al. 2012)

Los niveles de adiponectina en leche se asocian positivamente con la adiposidad
materna(Martin, Woo et al. 2006; Wang, Zhang et al. 201H$tudios en humanos
indican que niveles elevados de adiponectina en leche seresc¢id@ios con un mayor

peso corporal, incremento de peso o adiposislagifiendoque puede ser un factor de
riesgo para el sobrepeso en la infan@ideyermann, Brenner et al. 200TCesur,
Ozguner et al. 2012; Woo, Guerrero et al. 2012)

1.3.3. Irisina

La actividad fisica ayuda a mantener un estilo de vida salugableandose combina

con una dieta balanceadalg buena calidadacilita la prevencion de diabetes tipo 2 y
enfermedades cardiovasculares. Ademas favorece el incremento en el organismo de
citoquinas que contribuyen a la comunicacion tisular, factor vital para el mantenimiento
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de la homeostasis energét{€edersen 2011En este sentid@&l masculo esquelético se

ha definido como un érgano enddcrino que libera una cantidad de citoquinas, llamadas
mioquinas que regulan una gran cantidad de funciones fisiolégicas y vias metabdlicas
(Pedersen 2011¢omo por ejemplo la liisa.

La irisina es una proteina de 12,587 kDa constituida por 112 aminoéacidos, codificada
por el gen FNDC5HKibronecin type Il domaincontaining protein §j identificada a el

2012 cuyaexpresion esta inducida pBrP A B por PGC1 (peroxisome proliferater
activated receptor gamma, coactivator 1 alpfBostrom, Wu et al. 2012)

Se ha descrito que el ejercicio activa la secrecidirisi@a, incrementando de este
modoel gasto energético y la termogéndBisstrom, Wu et al. 20120\Igunos estudios
han demostrado altos niveles de irisemaplasmalespués del ejercici@ostrom, Wu et

al. 2012; Huh, Panagiotou et al. 201&)gunos factores metabdlicos como la glucosa o
los &cidos grasos podriantérnvenir también en su regulacigurdiova, Balaz et al.
2014)

Por otro lado, existen resultados que sugieren que la irmieale provocar una
reduccion en los niveles de glucosa, insulina y triglicéridos después de una intervencion
nutricional de 8 semanas en sujetos con obesidad y con sintomas de sindrome
metabolico. De hecho, existe una correlacion positiva entre los nidelé@ssina al

inicio de la intervencién alimentaria y la reduccion de la concentracion de glucosa y de
insulina, asi como del indice HOMA, independientemente de la pérdida d¢_ppse
Legarrea, de la Iglesia et al. 201Aplemas, niveles més elevados de irisina la inicio de

la intervencion se relacionan con mejores efectos beneficiosos en retaciola
reduccién en la concentracion de triglicéridd®pezLegarrea, de la Iglesia et al.
2014) Por lo tantp el efecto de la irisina sobre la concentracion de glucoseese
reflejacb también en los niveles de triglicéridos. Estos resultados sugeririan que la
irisina podria ser considerado un regulador fisiolégico djsminuyelas alteraciones
metabdlicas relacionadas con el sobrepeso y obedidpezLegarrea, de la Iglesia et

al. 2014)

La irisina también es producida por los adipocitos, sin embargo en menores cantidades
(RocaRivada, Castelao et al. 2013Igunos estudios han demostrado que la irisina
tiene la capacidad de inducir marronizac{@noceso que consiste en la aparicion de
adipocitos snilares a los adipocitos marrones en depdsitos del tejido adiposo blanco)
(Bonet, Oliver et al. 2013; Giralt and Villarroya 2018) los adipocitos blancos de
ratones El tejido adiposo marrén se encuentra en pequefias cantidades en adultos,
bien en recién nacidos y nifilos mayores las cantidadesrgmelevadas (Tanuma,
Tamamoto et al. 1975%i estos rsultados pudieran ser comprobados en tejido humano,

la irisina podria ser considerada como un buen agente terapéutico en la prevencién o
tratamiento de la obesiddttving, Still et al. 2014)ya que & estimulacion del tejido
adiposo en humanos se ha propuesto como una posible alternativa en la prevencion de la
obesidad y sus posibles complicaciones metabdas Bostrom et al. 2012)

Irisina en leche

Hasta la fecha, la presenciaidsinaen leche materna se ha descrito en humanos en un
solo estudiqAydin, Kuloglu et al 2013)y no hay, de momentestudis de niveles de

irisina en leche de rata. Segun el estudio de Aydin et al, la concentracion de irisina en la
leche (tanto en calostro como en leche transicional y leche madura) es menor en mujeres
lactantes con diabes mellitus gestacional que en la leche de mujeres lactantes sanas
(Aydin, Kuloglu et al. 2013)Ademas, los niveles de irisina son mayores eralelstro

gue en la lech#ansicionaly que en la leche madufAydin, Kuloglu et al. 2013)
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1.4. Homeostasis energéticg metabolismo lipidico

El balance o el equilibrio energético es una condicion esencial para el mantenimiento de
la vida (Solinas, Boren et al. 2015)a situacién debalance energético se alcanza
cuando el gasto de energia es igual al consumo. Los mecanismos encargados de
mantener el balance energético en el organismo aln se siguen estusliaeddyargo

las investigaciones han avanzado y descrito que existe un control fisiolégico
involucrado en la regulacion metabdlica. Este sistema incluye diferentes sefializaciones
periféricas que se activam funcidn ddas reservas energéticas y que enseocnencia
controlan el consumo y gasto de ene(§i@ndoval, Cota et al. 2008)

El balance de energia positivouémdo la ingesta excede al gasto) resulta en un
almacenamiento energético generando una ganancia de peso corporal, mientras que el
balance de energia negativo (cuando la ingesta es menor que el gasto) produce la
movilizacion de las reservas energéticascasio la pérdida de peso corpofiagibel,
Rosenbaum et al. 1999 or lo tantpla obesidad es el resultade un mal balance entre

la ingesta y el gasto energético, donde el exceso de energia es almacenada en el tejido
adiposocen forma deriglicéridos.

El metabolismo energético en los seres vivdé reguladopam mantener eéquilibrio.

Cambios en la ingestde alimentos, el ayuno o en los patrones de alimentacién, generan
factores de defensa contra estas situaciones adversas para mantener una homeostasis
energéticgGoodman, Larsen et al. 1980; Palou, Remesar et al..1981)

De forma cuantitativa, la principal forndie almacenamiento de energia en el organismo
sonlos lipidos en el tejido adiposo. Estas reservas energgtioaenen o bien de los
triglicéridos dela dieta obien dela sintesigle novopor sustratos no lipidicos (glucosa
principalmente)La lipogénes de novaiene lugar, principalmente en el higado y en el
tejido adiposo. Es un proceso que esta regulado por las condiciones nutriciBhales.
SREBP1cfiactor de trangipcion de union al elemento regulador de esterolegeigl
regulatory elemenbinding protein 1 esel principal factor implicaden la regulacion
nutricional de la lipogénesig&osmain, Dif et al. 2005)SREBP1c es considato un
importante mediador de la accién de la insulina sobre las enzimas lipogénicas, tales
como la acido grassintasaFAS, fatty acid synthagela acetifcoenzima A carboxilasa
(ACC), estearo#lCoA desaturasa (SCD1), glierol3-fosfato 1-aciltransferasa (GPAT)

y la hexoquinasa Il (HKIl).Durante una ingesta de alimentos se utilizan los
carbohidratos como primera fuente energética para generar ATP, sin embargo, si el
consumo sigue siendo elevado, el exceso de carbohidrata®nvertido en acidos
grasos para ser almacenados en forma de triglicéridos en el tejido a(fadso,
Priegoet al. 2008) En ausencia de una ingesta energética los niveles de glucosa en
sangre se encuentran en bajas cantidades, el organismo utiliza casi exclusivamente la
grasa como fuente energética, en este sentido los triglicéridos almacenados en el tejido
adiposo son hidrolizadofipolisis), en acidos grasos no esterificados (NEFA), los
cuales son liberados en el plasma para transportarse al higado y genera(®eizgia
Muller et al. 1977; Hashimoto, Cook et al. 200D9s triglicéridos son hidrolizados
principalmente pora accién dela lipasaadiposade triglicéridos (ATGL, adipose
triglyceride lipas®, que esta implicadan el primer paso de la movilizacion de los
triglicéridos y rinde una molécula d¢EFA y un diacilglicerol (DAG) (Young and
Zechner 2013) Los DAG son nuevamente hidrolizados por lijlgasa sensible a
hormonas (HSL, hormonesensitive lipasg liberando una molécula deNEFA vy
monoacilglicerol (MAQ. Posteriormente el MAG es completamente hidrolizado por la
lipasade MAG para generauna molécula dglicerol yun NEFA (Young and Zechner
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2013. Lalipolisis esta fuertemente regulagar sefiales hormonales y nutricionalds

forma que se activa en situaciones de demanda enerd&ticeorrecta activacion o
inhibicion es crucial para el mantenimiento de la salud. Una incorrecta inhibicion de la
lipolisis cuando las demandas de acidos grasos son bajas, puede tener consecuencias
metabdlicas graves, y de hecho se cree que es el mecanidauular subyacente en el
desarrollo de la diabetes de tipo 2 en la obes{thaelsen, Jessen et al. 2014p
lipolisis es excepcionalmente sensible a la insullm.insulinainhibe lipolisis en el

tejido adiposo al inhibir la accion de HSL (Carmen and Victor 2006). De esta forma

la insulina genera un efecto metabdlantilipolitico, en el cuél se da preferenc@da
oxidacion de los carbohidratos para la produccion de energiagen de los acidos
grasos.

1.41. Control central de la ingesta

Tanto la ingesta de alimentos como el gasto energési@mreguladosprincipalmente

por el sistema nervias central SNC). La adquisiciéon y consumo de alimentos es un
comportamiento universal entre las especies para la supervivencia y la reproduccion,
donde una gran cantidad de circuitos neuronales se han desareol@adargo del

tiempo para el control de la conducta a@mtaria. Las sefiales inductoras denigesta

de alimentos son detectadas por multiples érganos sensoriales y son transmitidas al
sistema limbico del cerebro. Este sistema procesa informacion acerca de la palatabilidad
de los alimentos, la percepcion des Ieabores y el gusto por aquellos alimentos
apeteciblegBerthoud 2011; Berthoud 2012l valor hedénico y las caracteristicas
organolépticasde los alimentos somropiedaes que conduciran desarrollarun
conjunto de actividadeanticipatoriagrelacionadas con la ingesta alimenticia. Durante

el periodo de ingesta tanto el olor, el sabor yelgura de los alimentos producen
sefiales que son transmitidas al &rea cognitiva y emocional del cerebro para mantener la
conducta alimentaria en estado ac{iRoi 2013)

Otra area del cerebro, el hipotdlamo recibe sefiales de saciedad para regular la ingesta y
el gasto energético. Estas sefales incluyen la informacion necesaria para detectar la
cantidad disponible y almacenada de energia en el organismo. Por lo tantbédhimp
funcionaria como una estructura neural que puede controlar la homeostasis energética a
largo plazo y en efecto el peso corporal del individuo. De acuerdo a la estructura
anatémica del hipotalamo se encuentran sitios muy definidos como el nualeadwrq

(ARC), zona ventromedial (VMH), dorsomedial (DMH), lateral (LH) y paraventricular
(PVH). Estos nucleos estan relacionados con la regulacion homeostatica del apetito, la
ingesta y el peso corpor@ui 2013)

En la regulacién central de tewmeostasisnergética juegan un papel muy impotéala

leptina y la insulinaDespués de la clonacion del gen ob que codifica para la leptina en
diciembre de 1994(Zhang, Proenca et all994) se describieron una serie de
mecanismos que participan en la regulacion de la ingesta, el gasto de energia y las
reservas de grasBl nacleo ARC del hipotalamo se caera una region importante en

la transduccion de sefiales de adiposidad a través de respuestas ne{(Sohaledz,
Woodset al. 2000) Dos neuropéptidos importantes en la regulacion de la ingesta estan
presenteen el nucleo ARCel neuropéptido Y (NPYgon efectosorexigénicosy la
proopiomelanocortinaROMC) con funciones anorexigénicg&lias, Lee et al. 1998)

Los dos neuropéptidos estan regulados por la accién légtiaa e insulingoero de

forma opuesta, es decir cuando los niveles de insulina o de leptina disminuyen se
produce una activaciébn neuronal del NHSipols, Baskin et al. 1995; Stephens,
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Basinski et al. 1995; Schwartz, Baskin et al. 1996; Broberger, Johansen et al. 1998;
Hahn, Breininger et al. 199§)se inhibe la funcion de POM(Schwartz, Seeley et al.

1997; Thornton, Cheung et al. 1997; Elias, Lee et al. 1998; Kristensen, Judge et al.
1998) Las neuronas que expresan POMC en el nucleo ARC del hipotalamo son
activadaspor la leptina, siendo por lo tanto una sefial que une las reservas energéticas
con la actividad de POMC en el hipotdlamo. En situaciones donde existe un exceso de
energia, altos weles de leptina activan las neuronas que expresan POMC y se
desencadena la liberacion de melanocortinas lo que suprime la ingesta de alimentos e
incrementa el gasto energético, de manera simultanea la leptina suprime la actividad de
NPY en el nacleo ARCColl 2007)
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La prevalencia de obesidad y sobrepeso en la infancia ha aumentado drasticamente en
los dltimos afios, asi como sus riesgos asociados como la diabetes de tipo Il y la
enfermedad cardiovascular, convirtiéndose en un grave problema de salud publica
(Lobstein, Baur et al. 2004; Ahrens, Bammann et al. 288 aumento de sobrepeso

y obesidad infantil es probablemente debido a cambios en factores ambientales y
sociales. La obesidad se ve faamda por las actuales condiciones ambientales
obesogénicas como pueden ser la ingesta de alimentos ricos en energia y un mayor
tamafio de las porciones asi como una menor actividad iiah and Rolls 2004
McConahy, SmiciklasNright et al. 2004; Hebestreit, Bornhorst et al. 2014)

Asi mismo, también ha aumentado la incidencia de la obesidad en mujeres en edad
fértil, lo que puede conllevar, no solo determinadas complicaciones durante el embarazo
sino también trastornos en la salud de la descendencia, tanto a corto como a largo plazo
Se ha descrito que existe un mayor riesgo de desarrollar obesidad y sindrome
metabolico en descendientes de madres ol{daasbs, Teixeira et al. 2014)e esta
manera, la exposicién temprana a un exceso de grasa, especialmente durante la vida
fetal y postnal temprana, periodos especialmente vulnerables a factores externos,
puede tener efectos negativos sobre la salud metabdlica de la descendencia. De hecho,
numerosos estudios epidemiolégicos en humanos y estudios en animales han mostrado
que la nutricion penatal afecta la susceptibilidad a enfermedades crénicas relacionadas
con la dieta en la edad adulta, incluyendo la obesidad y otras alteraciones asociadas
(Langley-Evans 1999) Es | o que pragramaocidnoetea bc-olma afio ,
base de la teoria de los origenes de enfermedades o alteraciones en la edatk adulta,
forma quealteraciones en la nutricion en etapas criticas del desarrollo pueden causar
adaptaciones quaredispongan al individual desarrollo de enfermedades metabdlicas,
endocrinas y cardiovasculares y, en particular a la obe$ikmdter, Eriksson et al.

2002) En particular, se tiene la idea de que tanto la desnutricibn como la
sobrealimentacion durante el embarazo tienen efectos potencialmente adversos sobre la
adiposidad de los hijos en la edad ad(Martorell, Stein et al. 2001)

La hipétesisde partida es quelingesta de una dieta de cafeteria en etapas tempranas
puede afectar & respuesta metabdlica a las condiciones de alimentacién y;amno
embargoJa reversion desde una dieta de cafeteria en ratas obesas a una dieta estandar,
un mes antes de la gestacipiuede prevenitos efectos perjudiciales de la ciad
materna en las criaBor tanto, d objetivo de esta tesis ha sido estudial efecto de
determinadas condiciones nutricionalesgxceso de grasa asociado a la alimentaciéon
obesogénicia sobre la programacion metabdlica tanto en etapas perinatales como

en etapastempranas. Por una parte, nos interes6 estudiar en ratas los efectos a
corto plazo de una dieta obesogénica durante etap&smpranas Por otro lado,
quisimos determinar qué efecto produce en la descendencia la reversion de la dieta
de cafeteriaantes de la gestacion, en un modelo de ratas de obesidad dietética

Para ello nos planteamos dos objetivos particulares:

Objetivo 1 Analizar los efectos de una corta exposicion a una dieta obesogénica (dieta
de cafeteria) durante etaptsmpranasen relacion a su respuesta metabdlica bajo
condiciones de ayuno y alimentacion en tejidos clave implicados en la homeostasis
energética.
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Objetivo 2 Analizar si la reversion de la dieta obesogénica antes del embaratasen
hembraobesas debido a la iegta de una dieta de cafeteria (modelo postcafeteria)
puede prevenir los efectos deletéreos de la obesidad materna en la descendencia.

En los estudios de la presente tesis doctoral, se ha utilizado principalmdigtia lde
cafeteriacomo dieta de engordea exposicion a una dieta de cafeteria en ratas induce
una hiperfagia persistente y el aumento de la ingesta de energia como resultado de la
variedad, palatabilidad y la novedad de los alimentos disponibles, de manera similar a
los habitos alimentarios gostumbres poco saludables obsergagto humanogPico,

Pons et al. 1991; Akyol, McMullen et al. 2012; Oliver, Reynes et al. 2@S8ps
modelos han sido extensamente utilizados en nuestro grupo de investigacion, y
resultados previos muestran que la dieta de cafeteria administrada thsanit@eros

meses devida y en la edad adulta conduce a un importante y persistente aumento del
peso corporal, asociado aauexcesiva acumulacion de grasa corporal y alteraciones
metabolicas, que no son completamente revertidas cuando los animales se les cambia a
una dieta cotrol (modelo postafeteria)Llado, Proenza et al. 1991; Proenza, Llado et

al. 1992; Matamala, Gianotti et al. 1996; AkyblcMullen et al. 2012)Por tanto, los
modelos animales cafeteria y postcafeteria propontiana herramienta Gtil para el
estudio del sindrome metabolico en $eses humanos.

El trabajo experimentale esta tesis doctors¢ ha llevado a cabo en el Laboratorio de

Biologia Molecular, Nutricion y Biotecnologia, dirigido por el Profesor Andreu Palou,

de la Universidad de las Islas Baleares y CIBER de Fisiopatalieyla Obesidad y

Nutricion (CIBEROBN). El presente proyecto de tesis doctoral, ha sido posible gracias

a una beca del Programa de mejoramiento del Profesorado (PROMEP) de la
Subsecretaria de Educacion Superior de Méjico. Betgecto forma parte de un

proyecto de investigacion, subprograma de proyectos de investigacion fundamental no
orientada, financiado por el Ministerio de Economia y Competitividad cuyo titulo es
AfDetecci+-n y <caracterizaci-n de compuesto
nutriepigenéto contra la obesidad (EPIMILK) AGL2012-33692.

Objetivo 1. Analizar los efectos de una corta exposicion a una dieta obesogénica
(dieta de cafeteria) durante etapastempranas en relacibn a su respuesta
metabdlica bajo condiciones de ayuno y alimentacién en tejidos clave implicados
en la homeostasis energética.

Ante la creciente tasa de obesidad en etapas infantiles a nivel mundial, se hace mas
evidente la necesidad de elaboestrategias de prevencion y/o tratamiento, con el
objetivo de evitar el desarrollo de enfermedades en etapas adultas. Desde un punto de
vista nutricional la prevencion es un factor clave para regular la salud. La obesidad
infantil puede ser consideradanto una llamada de atencig@a que este problema

puede mantenerse a lo largo de la déitaker, Wright et al. 1997)Los habitos y
costumbres alimenticias estan en cambio constante, generando mayor sedemntarism
menor frecuencia de actividades fisicas en nifios de edad escolar.

En estado de obesidad, existen alteraciones metabolicas que pueden cambiar la
capacidad del organismo para responder frente a diferentes situaciones de estrés. Es de
particular interésel mantenimiento de la homeostasis energética en los ciclos de
ayuno/alimentacion, que caracterizan a los habitos alimenticios de los mamiferos. La
respuesta metabolica a estas situaciones implica adaptaciones hormonales y metabdlicas
que ademas son aconijgaas por cambios en la expresion genética en procesos claves
del metabolism@Palou, Remesar et al. 1981; Palou, Priego et al. 2008; Sanchez, Palou
et al. 2009)
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Se ha descrito que ratas adultas obesas alimentadas con una dieta de cafeteria presentan
alteraciones en la regulacién nutricional ya que las adaptaciones metabolicas a los
cambios agudos en las condiciones de alimentacion estan alt@rizdims Pons et al.

1999; Caimari, Oliver et al. 2007; Caimari, Oliver et al. 201Aynque existen
numerosos estudios de los efectos de la ingesta dieta de cafeteria a largo plazo, se
conoce poco sobre los efectos mas a corto plazo de la ingesta de esta dieta obesogénica
durante etapas infantiles/juvenilé®or tanto, el primer objetivo de esta tesis doctoral,

fue evaluar el efecto de un periodo corto de exposicion a la dieta de cafeteria en ratas
jovenes sobre la capacidad de responder a cambios agudos en las condiciones de
alimentacion (ayuno/alimentacioeh tejidos claves del metabolismo como el higado,
tejido adiposo blanco e hipotdlamo, asi como el impacto que puede tener esta dieta en la
homeostasis energética.

Para ellocrias machale ratas Wstar fueronalimentadason dieta de cafeteria o con
dietacontrol, desde el dia 10 de vjdedad aproximada en la que ocurre la transicion
natural de la dependencia de leche materna al consumo de alimentos (§fllicers

Pico et al. 2002)hasta el dia 21.os machos fueron destetados a dia 21 y continuaron
con la dieta control o la dieta de cafeteria hasta dia 22 cuando fueron sacrificados bajo
condiciones de ayuno o alimentaciuh libitum (Figura 2.1). Antes del sacrificio de los
animales se determin6 la composicion corporal mediante EchoMRI y la ingesta de las
altimas 12 horas en los animales sacrificados en condiciones de alimerdadcion
libitum. Tras el sacrificio, se recogieron muastde sangre para la obtencién de plasma

y muestra de tejido adiposo blanco retroperitoneal, hipotalamo e higado para el estudio
de la expresion génica de genes clave en el metabolismo y control del balance
energético. Se determinaron diferentes paramgitasmaticos como glucosa, leptina,
insulina, triglicéridos y acidos grasos libres. Ademas, en el higado se analizaron por
western blotlos niveles de proteina del receptor de insulina (InsR) y de AKT (dos
proteinas corrientabajode la cascada de la sdiiacion de la insulina) y los niveles de
AMPK y la forma activa fosforilada de la AMPK (pAMPK) dado su papel central en la
regulacion del metabolismo celular, como sensor del estado energético. Los resultados
obtenidos se presentan elapitulo 1

Crias macho
Sacrificio

Dia 10 de vida Dia 22

e oot %) Ayuno
Dieta estandar
SN adtiviom

Dieta de cafeteria Ayuno
Ad libitum

Figura 2.1 Esquema del disefio experimental del objetivo 1

Control (°

Cafeteria (

21



Heriberto Catro Garcia, Tesis Doctoral

Objetivo 2. Analizar si la reversion de la dieta obesogénica antes del embarazo en
ratas hembra obesas debido a la ingesta de una dieta de cafeteria (modelo
postcafeteria) puede prevenir los efectos deletéreos de la obesidad materna en la
descendencia.

La obesidad materna durante el embarazo y la lactancia predispone a la obesidad y otros
trastornognetabdlicos en la descendencia en la edad adulta. Existe una gran cantidad de
recomendaciones nutricionales para disminuir la incidencia de riesgos durante el
embarazo, entre las que se encuentran realizar ejercicio y modificar la calidad y
cantidad de ls alimentos que se consumen, todo esto con la finalidad de reducir el peso
corporal antes del embara&i.bien, parece ser que no existe un consenso unanime en
las recomendacién de como y cuando perder peso antes del enfbtamiak, Barrett

et al. 2014) Referentea esto quisimos ver cual es el efecto en ratas que se produce al
quitar una dieta obesogénica y cambiarla por una dieta estandar (modelo postcafeteria),
tratando de imitar lo que seria una restriccion o régimen calérico antes del embarazo. En
la presentetesis nos hemos planteado si los efectos perjudiciales esperados en la
descendencia asociado a la obesidad dietética materna pueden ser revertidos con la
eliminacion de la dieta obesogénica antes de la gestacion.

Para ello estructuramos nuestro estudio diferentes tareas que se detallan a
continuacion:

Tarea 2.1.Desarrollar un modelo de obesidad inducida por dieta de cafeteria (modelo
postcafeteria)

Para obtener el modelo de ratas postcafeteria (Figura 2.2), trabajamos con ratas Wistar
hembra, las cuales fueron alimentadas con una dieta de cafeteria (ademés de tener libre
acceso al pienso estandar) desde el dia 10 hasta el dia 100 de vida y a pattinces

s6lo con pienso estandar. Paralelamentesigaieron hembras de la misma edad
alimentadas con dieta control.

Crias hembra

Dia 10 de vida Destete Dia 100 Dia 130

Control (

Cafeteria

Dieta estandar

Dieta de cafeteria

Figura 2.2. Esquema del disefio experimental para la obtencion del modelo postcafeteria.

Tarea 2.2. Analizar los efectos de la reversion de la dieta obesogénica antes del
apareamiento eratas hembrgue presentan obesidad inducida por la dieta de cafeteria
(modelo postcafeteria), en la composicion de la leche matarmgrticulaen péptidos
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bioactivos relacionados con la regulacion del balance energético y determafiactel
sobre el peso y composicion corporal en la descendencia.

Un mes después de la retirada de la dieta de cafeteria (tarea 2dtpsakembralel

grupo control y postcafeteria fueron apareadas con machos controles (dia 130). Durante
este proceso se registro el peso corporal y la masa grasa tanto del grupo control como
del grupo postcafeteria. Tras el apareamiditdhembras del grupo controll® del

grupo postcafeteria se quedaron embarazadas y tuvieron al menos 10 crias por camada.
Se control6 la evolucién del peso corporal, tanto de madres como crias durante todo el
periodo de lactancia. A dia 5, 10 y 15 de lactancia, se obtuvieron muestehe y

sangre paraanalizarlos niveles de leptina, adiponectina e irisinasg, midid la
composicién de grasa corporal en las madres. Las crias de madres control y madres
postcafeteria fueron destetadas a dia 21 de vida y estabuladas con dietaastatos

4 meses. Se siguid semanalmente el peso corporal y se determind la composicién de
grasa corporal en el destete y a los 4 meses tanto de las crias macho como de las
hembraSe extrajeron muestras de sangre a los 4 meses, en condiciones daatment

ad libitumy ayuno de 12h para el analisis de parametros plasméicda.figura 2.3 se
representa esquematicamente el disefio experimental de esta tarea.

- .
T T e

Periodo Cafeteria Periodo Postcafeteria

Dia 10 de vida Dia 100 Dia 130 Nacimiento Destete 4 meses

Control @}5
Cafeteria @

Gestacion  Lactancia

‘ Dieta estandar ‘

‘ Dieta de cafeteria ‘

Figura 2.3. Esquema del disefio experimental de la tarea 2.2.
Los resultados obtenidos en las tareas 2.1 y 2.2 se presentaiapitudd 2

Tarea 2.3.Analizar si la reversion de la dieta obesogénica antes del apareamiento en
ratas hembrague presentan obesidad inducida por la dieta de cafeteria (modelo
postcafeteria), puede evitar los efectos perjudiciales de la obesidad materna en la
descendencia sobre la expresion de genes relacionados con la homeostasis energética en
tejidos claves y s adaptaciones metabdlicas a condiciones de alimentacion/ayuno.
Efecto en edades tempranas.

En esta tarea pretendimos profundizar en los efectos de la reversién de la dieta
obesogénica 1 mes antes del apareamiento en madres que presentan obesidad inducida
por la dieta (modelpostcafeteriatarea 2.1) mas alla de los efectos fenotipicos (peso y
grasa corporal). Para ello estudiamos los efectos en edades tempranas de la
descendencia de madres del grupo control y postcafeteria, en la expresion de genes
relacionados con la homeostasis energética en tejidos claves y su respuesta a una
situacion de ayuo. Sacrificamos a los 26 dias de edad crias (machos y hembras) de
madres control y madres postcafeteria bajo condiciones de ay2ma(alimentacion

ad libitum Se analizaroen el higadaenes relacionados con el metabolismo lipidico
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la captacion decddos grasos (Cd36)ipogénesis(Srebfl, Fasn, Scdlpxidacion de
acidos grasos (Ppara, Cptla y Pdkdgtabolismo de la glucosa (Gck) y sefalizacion de
la insulina y la leptina (Lepr, Insr, Socs, Irsl)anibién fueron analizados genes
expresados en tdpp adiposo retroperitoneal implicadoslarcaptacion de acidos grasos
(Cd36, Lpl) y glucosa (Scl24a, Hk2lipogénesis (Pparg, Srebplc y Fas@G)dea,
lipolisis (Pnpla2) oxidacion de acidos grasoS(tlh y sefializacién de la insulina y la
leptina (Lepr, Insr)Ademas se analizo la expresion hipotalamicaGlasr, Lepr, Socs3,
Stat3, Npy, PomcSe determinaron diferentes parametros plasmaticos como glucosa,
leptinay acidos grasos libres.

Periodo Cafeteria Periodo Postcafeteria

&

Dia 10 de vida Dia100  Dia130 Nacimiento Destete Sacrificio dia 26

) ‘f\-fb ;) rias de madre
Control h ¥ control
1S v Ayuno(12h)
A0 , Ad libi
B ; Py Crias de madre tottum
Cafeteria ©| | J/)ft/ postcafeteria

Gestacion  Lactancia Y
Dieta estandar
Dieta de cafeteria

Figura 2.4.Esqiema del disefio experimental de la tarea 2.3.

Los resultados obtenidos en esta tarea se presentanagritelo 3.

Tarea 2.4. Estudiar el efecto de la reversién de la dieta obesogénica antes del
apareamiento eratas hembrgue presentan obesidad inducida por la dieta de cafeteria
(modelo postcafeteria), en la descendencia y su flexibilidad metabdlica para adaptarse a
un estrés dietético en la edad adulta. Efecta edad adulta.

Como se ha mencionado antes, se conocelaj@besidad materna predispone a un
riesgo elevado de sobrepeso a su descendencia. En la presente tesis doctoral hemos
estudiado si estos efectos deletéreos en la descendencia pueden revertirse con el control
de la dieta antes del apareamiento. En la tarechemos analizado el efecto a largo
plazo en el peso corporal de la descendencia de madres del grupo control y
postcafeteria. Sin embargo, falta conocer cuales son las alteraciones metabdlicas que se
generan cuando las crias de madres contpmsicaféeria se exponen a un ambiente
obesogénico en la edad adulta. El propdsito de esta tarea es ver si existe algun fenbmeno
de programacion metabolica, en crias de madres postcafeteria, que condicione el
desarrollo o proteccion frente a la obesidad en etagakas al estar expuesto a una

dieta alta en gras&e estudiara la respuesta metabdlica a una dieta rica en grasa en
tejidos claves implicados en la homeostasis energética.

Por tanto, se decidié dar continuidad al estudio y analizar los efectos nngs pldao

en la descendencia del modelo postcafeteria y su respuesta a una dieta obesogénica.
Para ello, trabajamos con crias (machos y hembras) de madres control y madres
postcafeteria que fueron estabuladas hasta edad adulta (6 meses), Figura 20%. En est
animales se realiz6:

- Alos 4 meses de edad, la mitad de los animales fueron estabulados con una dieta
de engorde Mieta hiperlipidicay alta en sacarosaomercial, western diet
D12079B, deResearch Die)sy la otra mitad continué con una dieta estandar.
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2. Objetivos yPlanteamiento Experimental

Se realiz6 un seguimiento del peso corporal, la ingesta, composicion corporal, y
otros parametros fisioldgicos de interés (bioquimica sanguinea en condiciones
de ayuno y/o alimentacioad libitum) y se sadficaron a los 6 meses para la
obtencion de los tejidos y posterior analiS$g. analizaron genes relacionados
con el metabolismo y homeostasis energética en hipotdlamo, higado y en tejido
adiposo retroperitoneafe analizaron genes relacionados cometabolismo
lipidico en higado implicados en la captacion de &cidos grasos (Cd36),
lipogénesis (Srebfl, Fasn, Scdl), oxidacion de acidos grasos (Ppara, Cptla y
Pdk4), metabolismo de la glucosa (Gck) y sefalizacion de la insulina y la leptina
(Lepr, Insr, ®cs, Irsl). También fueron analizados genes expresados en tejido
adiposo retroperitoneal implicados en la captacion de &cidos grasos (Cd36, Lpl)
Mest, Cidea, implicados en la lipogénesis (Pparg, Srebplc y Fasn), lipolisis
(Pnpla2), oxidacién de acidos goas(Cptlb) y sefializacion de la insulina y la
leptina (Lepr, Insr). Ademas se analizé la expresion hipotalamicas de Ghsr,
Lepr, Socs3, Stat3, Npy, Pomc. Se determinaron diferentes parametros
plasmaticos como glucosa, leptina y acidos grasos liBigkemasse determind

el contenidalelipidos hepéticos.

Periodo Cafeteria _ Periodo Postcafeteria - W

< ra) Cd

Dia 10 de vida Dia 100 Dia 130 Nacimiento Destete 4 meses 6 meses

Cafeteria ©| ‘ ‘ _ | : | K;
Gestacion  Lactancia

Dieta estandar Dieta de cafeteria  Westerndiet

Control

Figura 2.5. Esquema del disefio experimental de la tarea 2.4.

Los resultados obtenidos en esta tarea se presentanagitelo 4.
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3. Materiales y Métodos

3. Materiales y Métodos
3.1 Experimentacion Animal

El protocolo animal seguido en la presente tesis doctoral fue revisado y aprobado por el
Comité de Bioética de nuestra UniversidéRlef 3513 (26/03/2012)y sigue las
recomendaciones generales para el uso y cuidado de animales de laboratorio.

Para el desanllo de la tesis se utilizaron ratas Wistar hembra, procedentes del
laboratorio Charles River. Durante el periodo de experimentacion los animales se
mantuvieron en el estabulario de la Universidad de las Islas Baleares (UIB) aclimatados
a una temperatureonstante de 22 °C, con un periodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad
y con acceso libre a agua y pienso estandar, salvo que se indique lo contrario (Panlab).
El peso corporal y la ingesta de alimentos fueron registrados periédicamente. La
composicién corpral se determiné usando el EchoMRIO™ (Echo Medical Systems).

Los sacrificios se realizaron en grupos de animales de edades distiaypasemprana

(22/26 dias) yetapa adultd6 meses), bajo condiciones diémentacionad libitum o

ayuno, dependiemd de la fase experimental. Las ratas eran sacrificadas por
decapitacion con guillotina, y tras la diseccion del animal se recogian las muestras de
interés y se almacenaban8)°C hasta su analisis. Ademas se recogia la sangre que se
guardaba 1 h a 4°C yesdpués se centrifugaba a 1.000g durante 10 min para obtener el
suero que finalmente se guardab@@C hasta su analisis.

3.1.1 Composicion de la dieta

En esta tesis doctoral se alimentaba a las ratas con diferentes dietas segun el disefio
experimental. Basicamente una dieta control o normolipidica, y dos tipos de dietas
hiperlipidicas, una dieta hiperlipidica comercial y dieta de cafeteria.

Dieta control Para la alimentacién de los animales con dieta control se utilizé pienso
estandar (Pienso A04, Panlab). La composicion de esta dieta érealdy3 con 73% de
las calorias procedentes de carbohidratos, 8% de grasa y 19% de proteinas.

Dieta hiperlipidia comercial.Para la alimentacion de los animales con una dieta
hiperlipidica comercial, se utilizé la dieYdestern DietD12079B, deResearch Diets.

La composicion de esta dieta era: 4,7 kcal/g, con 43% de las calorias procedentes de
carbohidratos, 41% dgasa y 17% de proteinas.

Dieta de cafeterid.a dieta de cafeteria es una dieta hipercalérica rica en grasa que
contiene los siguientes alimentos: galletas untadas con paté de higado y sobrasada
(embutido tipico mallorquin), dulces (sugus), tocino, meg@es, chocolate, cacahuetes
salados, queso, leche con 20% (p/v) de azucar, ensaimada (postre tipico mallorquin) y
zanahoria. La composicion de la dieta de cafeteria se calcula a partir de los alimentos
ingeridos por los animales, ya que no todos los dasnm@amen la misma cantidad de
todos los componentes de la dieta, aunque la suelen tener una mayor preferencia por los
alimentos ricos en grasas. La composicion de macronutrientes de estaeatjatalos

datos de ingesta obteniddage: un 40,3% de lasatorias en forma de carbohidratos,
46,3% en forma de lipidos y un 13,4% en forma de proteinas. La dieta de cafeteria se
preparaba y se administraba en exceso diariamente.
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3.1.2 Obtencién de muestras de leche

Se obtuvieron muestras de leche a los did® ¥, 15 del periodo de lactancia. Para ello,

antes de la extraccion de la leche las ratas madres fueron separadas de sus crias 3 h para
garantizar que las glandulas mamarias estuvieran llenas de leche. Ademas, para
favorecer la extraccion de leche, se wustiaba a las madresna inyeccion
intraperitoneal de oxitocina (0,4 1U/Kg de peso corporal, Facilpart, Laboratorios syva
s.a.u; Leon, Espafia). Tras 5 min desde la inyeccion de oxitocina, las madres fueron
anestesiadas con isofluorano (IsoFlo, Abbott lkatmsies Ltd) y se las mantuvo
anestesiadas durante toda la extraccion de leche, para reducir el nivel de estrés de los
animales. La extraccion de leche se realiz6 de todas las glandulas mamarias de forma
manual. Las muestras de leche fueron guardaei}¥@ para su analisis posterior.

3.1.3 Extraccion de muestras de sangre in vivo

Para la obtencién de muestraspiissma sin sacrifico del animal, en diferentes edades,

y en condiciones de alimentaci@a libitum o en ayuno, se extraina muestra de

sange de la vena safena. Para ello se inmovilizaba al animal, se eliminaba el pelo de la
zona y, tras desinfectar con etanol y aplicar vaselina, se pinchaba la vena con una aguja
estéril y recolectaba la sangre con una pipeta con punta heparinizada o dineztam

un tubo tipceppendorheparinizado.

3.2 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN de higado, tejido adiposo e hipotadlamo se realiz6 mediante el Kit
de extraccion E.Z.N.A Total RNA Kit | o mediante el método de extracciéon por
Tripure (Roche).

Aislamiento de ARN mediante E.Z.N.A® Total RNA Kit I.

Para la extraccion de ARN de higado y tejido adiposo se utilizé el Kit de extraccién
E.Z.N.A Total RNA Kit (Omega BieTek), que contiene todos los reactivos necesarios
para la extraccion de ARN y quletallan a continuacion. Se pesaron entre 001080

g y 0,0150,020 g de tejido adiposo e higado respectivamente. Las muestras se
homogenizaron en 700 pL dERK lysis buffer con ayuda de un homogeneizador
(modelo VDI 12, VWR), después se realiz6 unatgigacion a 13000g durante 5 min

a temperatura ambiente con la finalidad de eliminar la grasa y residuos celulares. Al
sobrenadante resultante se le afiadieron 700 puL de etanol al 70% y se mezclé con
vortex, esta mezcla se introdujo en las columnas HHIBIRN spin y se centrifugdé a
10000g durante 1 min a temperatura ambiente. A continuacion se realizé un lavado de
las columnas con 350 pL ¢RNA Wash Buffery se centrifugo a 10000 g durante 1 min

a temperatura ambiente. En cada columna se colocaron 88 ADNasas y se incubd
durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente se realizé un lavado de las
columnas cofRNA Wash Buffery se centrifugd a 10000 g durante 1 min a temperatura
ambiente. Después se realizaron 2 lavados (500 y 350 pL respeetite) de las
columnas conRNA Wash Bufferlly se centrifugd a 10000 g durante 1 min a
temperatura ambiente. Finalmente las columnas se centrifugaron a maxima velocidad
(20000 g) durante 2 minutos en tubos colectores vacios; una vez secas las cokimnas, s
les afiadieron 40 uL de,B libre de ADNasas y ARNAasas y se centrifugaron a 10000

g durante 2 minutos para recuperar el ARN.

Reactivos:
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- Etanol absoluto (Panreac)
- E.Z.N.A® Total RNA Kit | (Omega Bierlek)
- H20 libre de ADNasas y ARNAasas (Sigma)

Aislamiento de ARN mediante Tripure

Para la extraccion de ARN de hipotalamo se utilizo el reactivo TriPure (Roche) y se
siguié basicamente el protocolo recomendado.

Se homogenizé todo el hipotdlamo en 1 mL de TriPure con ayuda de un
homogeneizador (modeMDI 12, VWR). Como paso previo al protocolo de extraccion

del ARN, las muestras se centrifugaron a 12000 g durante 10 min a 4°C para eliminar la
grasa y residuos celulares. Al sobrenadante resultante se le afadi6 200 uL de
cloroformo para la separacion d&RN, se agitd vigorosamente durante 15 s y se dejé
reposar durante-55 min a 4°C, posteriormente se centrifugé a 12000 g durante 15 min

a 4°C, se recogio la fase acuosa que contiene el ARN. Para precipitar el ARN se afiadi
500 pL de isopropanol y se agitigeramente por inversion. Las muestras se dejaron
reposar toda la noche 20°C con la finalidad de mejorar el rendimiento de la
extraccion. Después las muestras se centrifugaron a 12000 g durante 10 min a 4°C para
obtener el precipitado del ARN. Eopropanolfue retirado y se afiadiéo 1 mL de etanol

al 75% para lavar el precipitado de ARN. Se agité vigorosamente 15 s hasta despegar el
precipitado y se centrifug6 a 7500 g durante 5 min a 4°C. Finalmente se eliming el resto
de etanol. Para resuspendeA&N se utilizd un volumen de J@ libre de ADNasas y
ARNAasas dependiente del tamafio del precipitado obtenido (er2@050L).

Reactivos:

- Cloroformo

- Etanol absoluto (Panreac)

- H20 libre de ADNasas y ARNasas (Sigma)
- Isopropanol TriPuréRoche)

Cuantificacién y comprobacion del estado del ARN

El ARN extraido se cuantific6 por espectrofotometria a 260 nm utilizando el
espectrofotometro NanoDrop NIDOO, que permite determinar la concentracion
usando un 2 puL de muestra con gran reproducibilidacegigiéon. EI NanoDrop ND

1000 también determina el ratio 260/280 y 260/230. El ratio 260/280 indica la pureza
del ARN determinando el grado de contaminacién por proteinas; concretamente, un
ratio cercano a 2,@8s un indicador de ARN puro, no obstante uiormayor a 2,0
indica contaminacion por ADN. El ratio 260/230 indica el grado de contaminacion por
solventes organicos, un ratio entre 2,03; 2s un indicador de ARN puro.

La calidad del ARN se comprob6 mediante una electroforesis en gel de agdrssa al

La electroforesis en gel se basa en separar por tamafio los acidos nucleicos. En la
electroforesis de ARN total se pueden mostrar las subunidades de ARN ribosomal 28S y
18S.

El gel de agarosa se realiz6 utilizando un tampon de electroforesis a BEXtdmpon
formado por Tris, Borato y EDTA), tefiido c@YBER Safe DNA Gel Staifl pL de
SYBER Safe DNA Gel Staipor cada 10 mL del tamp6n TBE 0,5X de electroforesis).
Para realizar la electroforesis en gel se emplearon 50 ng de ARN mezclados con 5 pL
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de tampdn de carga. Las condiciones de electroforesis fueron a 80V durante 30 min. El
SYBER Safe DNA Gel Staipresenta la maxima excitaciéon a 280 y 502 nm vy la
méxima emisién a 530 nm, por ello se visualizé el gel de agarosa en un transiluminador
de UV (ChemiGeninus) y la deteccion de la imagen fue procesada utilizando el
programa GeneSnap.

Reactivos:

- Agarosa (Agarose D1 Low EEO, CONDA)

- H20 libre de ADNasas y ARNasas (Sigma)

- SYBER® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen)

- Tampon de carga: 50% de glicerol (Sign#)% de agua, 2,5 mg/mL de azul de
bromofenol (Panreac)

- Tampon de electroforesis 0,5X. elaborado a partir de Tris, borato y EDTA. 44,5
mM de Tris base, 44,5 mM de &cido bdricoy 1 mM de EDTA.

3.3 Analisis de RT-PCR a tiempo real

Con el objetivo de determan el nivel de expresion de los genes de estudio, primero se
realizd una retrotranscripcion del ARN de las muestras de interés a ADN copia (ADNCc),
posteriormente se amplifico y cuantifico el nivel de expresion por PCR a tiempo real.

3.3.1 Retrotranscripcion

La retrotranscripcion implica la generacion de una cadena de acido desoxirribonucleico
(ADN) de doble cadena a partir de un acido ribonucleico (ARN) de cadena simple. Para
la determinacion del ARNm de las muestras analizadas, la reaccion de
retrotransdpcion (RT) fue la siguiente: 0,25 ug de ARN total en un volumen de 5 pL
con agua libre de ARNasas y se desnaturalizd a 65°C durante 10 min en un
termociclador (Thermal Cycler 2720, Applied Biosystems). Posteriormente se afiadieron
7,5 pL de RFmix que congnia para cada tubo de reaccion: 1,25 pL de Buffer 10x, 1,25
uL de MgCl2 25 mM, 2 pyL de dNTPs 2,5 mM, 0,5 puL de hexameros sintetizados al
azar 50 uM, 0,5 pL de inhibidores de ARNasas 20 U/uL, 0,5 pL de transcriptasa
reversa (MuLV RTmurine leukemia viruseverse transcriptages0 U/puL y 1,5 uL de

agua libre de ARNasas. Las condiciones de la reaccion de retrotranscripcion fueron: 15
min a 20°C, 30 min a 42°C, un paso final de 5 min a 95°C y se mantuvo a 4°C.

Reactivos:

- Buffer 10x (Promega)

- H20 libre deADNasas y ARNasas (Sigma)

- Inhibidores de ARNasas 20 U/uL (Applied Biosystems)

- MgCI2 25 mM (Promega)

- Hexameros (Random hexamers 50 uM) (Applied Biosystems)

- Solucién de dATP 100 mM (Invitrogen)

- Solucion de dCTP 100 mM (Invitrogen)

- Solucion de dGTP 100 midnvitrogen)

- Solucion de dTTP 100 mM (Invitrogen)

- Transcriptasa reversa (MuLV RT, murine leukine virus retrotranscriptase) 50
U/uL (Applied Biosystems)
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3.3.2 PCR a tiempo real

La PCR a tiempo real se us6 para medir los niveles de expresion de un cdejunto
genes en el higado, tejido adiposo retroperitoneal y en el hipotalamo. La expresion
relativa de cada ARNm de interés se normalizé en funcion de la expresion de un gen de
referencia de expresion establ®ifsekeepirigque se determind para cada tejido y
condicion experimental.

Se utilizaron 2 L del producto de RT (dilucion 1/10). A la muestra se le afiadieron 9 pl
de PCRmix que contiene: 3,1 pL de H20 libre de ARNasas, 0,45 L de cada cebador (a
una concentracion de (5 pM) y 5 puL de un mix comercial PdByber Green PCR

Master Mix. En larabla3.1 se detallan las parejas de cebadores usadas.

Tabla 3.1.Secuencia de cebadores usados en PCR a tiempo real

Simbolo Nombre genérico CebadoresFor\vaz;)rd (F) y Reverse
Cd36 Molécula CD36 (receptor de latrombospondinalZD36 | F: GTGGCAAAGAACAGCAGCAA
molecule (thrombospondin receptdr) R: CCAACAGACAGTGAAGGCTCA
Cid Efector A tipo factor U de|F TCAGACCCTAAGAGACAACACA
iaea muerte celularCell deathinducing DFFAlike effector a R: CATTGAGACAGCCGAGG\
Cotl Carnitina palmitoiltransferasa 1a, hig&Darnitine| F: CGAGAAGGGAGGACAGAGAC
ptia palmitoyltransferase 1a, liver R: GGACACCACATAGAGGAGAA
Cotib Carnitine palmitoyltransferase 1b, muscle/Carni| F: GCAAACTGGACCGAGAAGAG
P palmitoiltransferasa 1b, musculo R: CCTTGAAGAAGCGACCTITG
- . . F: CGGCGAGTCTATGCCACAT
Fasn Acido graso sintaghatty acid synthase R: ACACAGGGACCGAGTAAT
- . F: CAACTGCGAAATCACCTTCA
Gcek Glucoquinaséslucokinase R: AGCATTTGTGGTGTGT@AG
Gh Receptor de secretagogos de lehormona  de| F: TCAGCCAGTACTGCAACCTG
St crecimientdGrowth hormone secretagogue receptor R:GGAGAGATGGGATGTGCTGT
. . F: CAGCCTAGACCAGAGCACC
Hk2 Hexoquinasa Hexokinase 2 R: CGCATCTCTTCCATGTAGCA
Insr Receptor de insulimsulin receptor F: CTCCTGGGATTCATGCTTT
P P R: GTCCGGCGTTCATCAG/S
Irs1 Sustrato 1 del receptor de la insulinallin receptor substrat| F: GCAACCGCAAAGGAAATG
s 1 R: ACCACCGCTCTCAACAGS
. . F: TCACACACGCAGTCGGRAT
Lep Leptina/Leptin R: AGGTCTCGCAGGTTCTCAG
. . F: AGCCAAACAAAAGCACCATT
Lepr Receptor de la leptinagptin receptor R TCCTGAGCCATCCAGTACT
. L . F: TATGGCACAGTGGCTGAAG
Lpl Lipoproteina lipaséfpoprotein lipase R TCTGACCAGCGGAAGT/GGAG
Mest Transcrito especifico del mesoderiesoderm specifiq F: CTCAGCTCTCCCCTGCTT
es transcript R: GCAATCACTCGATGGAACC
P . F: TGGACTGACCCTCGCTCAT
Npy Neuropéptido YNeuropeptide Y R GTGTCTCAGGGCTGGATTC
Pdka Piruvato deshidrogenasa quinasa, isozimaPydivate | F: TCCTTCACACCTTCAC®CA
dehydrogenase kinase, isozyme 4 R: AAAGAGGCGGTCAGTAATCC
Pnpla2 Triglicélido lipase adipos@ATGL)/Patatin-like phospholipasg F: TGTGGCCTCATTCCTCTAC
npia domain containing 2 R: AGCCCTGTTTGCACATACT
. . . . F: CCTGTGAAGGTGTACCTAATGC
Pomc ProopiomelanocortinRfoopiomelanocortin R: CACGTTCTTGATGATGGGTTC
P Receptor alpha activado por el proliferad F: TGTCGAATATGTGGGGACAA
para peroxisomalPeroxisome proliferator activated receptor alph| R: AAACGGATTGCATTGTGIGA
Receptor gamma  activado por el proliferad
} . . . F: GATCCTCCTGTTGACC@AGA
Pparg peroxisomalPeroxisome  proliferateactivated  receptol . — CAAAGGAATGGGAGTGGTC
gamma
Scdl EsteroitConezimaA desaturasa StearoyiCoenzyme A| F: ATCCCCTCCTCCAAGGTTA
¢ desaturase 1 R: CGGGCCCATTCATATAQATC
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Transportador 4 de glucose (GLUT@lute carrier family 4 F: GGCATGCGTTTCCAGTATGT

Slc2a4 (facilitated glucose transporter), member 4 R: GCCCCTCAGTCATTCT@TC
Socs3 Supresor de la sefializacion de citoquinaSufpressor off F: ACTGAGCCGACCTCTCTCT
0cs cytokine signaling 3 R: CCCCTCTGACCCTTTCTTG
Factor de transcipcion de unién al elemento regulado
. . .| F: CCCACCCCCTTACACAC
Srebfl esteroles1/Sterol regulatory element binding transcriptig

R: GCCTGCGGTCTTCATTG
factor 1

Transductor de sefial y activador de la transcripci@igB8al
Stat3 transducer and activator of transcription 3 (acyibase
response factor)

F: GCTGACCAATAACCCCAAGA
R: ACACCCTGAGTAGTTCACACCA

La reaccion de amplificacién se realiz6 en un termociclador (StepOR&PIys
consistié en una desnaturalizaciéon de 10 min a 95°C (estas condiciones son especificas
para la activacion de la polimerasa comercial), posteriormente siguieron 40 ciclos de
temperaturas: 15 s a 95°C (desnaturalizacion) y 1 min a 60°C (alineamiento y
elongacion), por dltimo una curva final de desnaturalizacion para verificar la pureza de
los productos obtenidos que consistié en: 15 s a 95°C, 1 min a 60 °C y 15 s a 95°C.

Al final de cada ciclo de amplificacion se detecto la fluorescencia y se deteriminé e
ciclo en el que el incremento de fluorescencia empieza a ser exponencial, lo que se
conoce como ciclo umbral (Ct del inglégcle thresholll con el programa especifico

del instrumento (StepOne v 2.2.2). La expresion relativa se calculo en base a la
eficiencia de la PCR a tiempo real y en funcion de la Ct de la muestra vs la Ct media de
todas las muestras, y se expresd en comparacion al gen de referencia, tal y como se
indica en(Pfaffl 2001) Ademas se considerd el 100% la expresion génica del grupo
control, y los demas se expresaron en funcion de dicha expresion.

Reactivos:

- H20O libre de ADNasas y ARNasas (Sigma)
- Power Syber Green PCR Master Mix (AgaliBiosystems)
- Cebadores (Sigma)

3.4. Cuantificacion de lipidos hepéticos

La determinacién de los lipidos hepaticos se realizé mediante el método de Folch
(Folch, Lees et al. 1957Para ello, se homogenizaron 0,3 g de tejido en 5 mL de
cloroformo:metanol (2:1). Posteriormente se filtré el homogenizado con papel del filtro
en tubos de vidrio, ademas se limpiaron el Potter y el filtro con 2 daL
cloroformo:metanol (2:1). Posteriormente se ajustd el volumen de las muestras con 10
mL de cloroformo:metanol (2:1), a esta mezcla se afiadieron 2 mL de NaCl 0,45% y se
agité vigorosamente durante 2 min. Se realizé una centrifugaciéon a 3000 rpm @iQrante
min a temperatura ambiente, como resultado final se obtuvieron dos fases: la fase
inferior que contiene cloroformo vy lipidos (fase cloroférmica) y la fase superior que
contiene agua, metanol e impurezas. Se descarto la fase acuosa y se enrazé con metano
puro hasta 10 mL para seguir manteniendo la proporcion 2:1. Se afiadieron 2 mL de
NaCl 0,90%, para limpiar y eliminar impurezas, posteriormente se agitd vigorosamente
durante 2 min y se centrifugé a 3000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente.
Nuevamete se descarto la fase superior acuosa y se mantuvo la fase inferior
cloroférmica, se enrazé con metanol puro hasta 10 mL, se afiadieron 2 mL de NaCl
0,90%, se agitd vigorosamente durante 2 min y se centrifugd una vez mas a 3000 rpm
durante 10 min a tempeéwma ambiente. Se descartd la fase superior acuosa y se
mantuvo la fase inferior cloroférmica, una vez mas se enrasd hasta 10 mL con
cloroformo:metanol (2:1), asi se obtuvo el extracto purificado de lipidos. Se colocaron 5
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mL de este extracto en un vial diglrio previamente pesado (peso del vial vacio) tras
estar 24 h a 60°C (para eliminar restos de humedad). Finalmente estos viales con el
extracto se almacenaron a 60°C durante 24 h y posteriormente se registré su peso (peso
del vial lleno).

Los calculos pra determinar la cantidad de lipidos hepéticos es:
Gramos de grasa/mL: (Peso vial llénpeso vial vacio) / 5 mL del extracto

Gramos de grasa/gramos de tejido: (Gramos de grasa/mL) x (10 mL / peso del tejido
homogenizado en gramos)

Reactivos:

- Cloroformometanol (2:1): Cloroformo (Panreac) 200 mL y Metanol (Panreac)
100 mL

- Metanol (Panreac)

- NaCl 0,45%: En 250 mL de agua miliQ, 1,125 g de NaCl (Sigma)

- NacCl 0,9%: En 250 mL de agua miliQ, 2,25 g de NaCl (Sigma)

3.5. Determinacion de la concentracién de glucosa

La determinacion de la glucosa se realiz6 mediante el glucometro AccuChek Aviva
system (Roche Diagnostics). Para ello, se colocaba una gota de sangre sobre la tira
reactiva hasta cubrir completamente la raqpmacapilaridad a un nivel suficiente para
poder obtener una lectura correcta, la medicion obtenida leia en la pantalla del
glucometro en mg/dL.

El glucometro es un biosensor, el principio de la medicion se basa en la medicion de la
cantidad de electronegenerados en una reaccion enzimatica de ciertas sustancias
electroactivas con la glucosa de la sangre. Esta cantidad de electrones se transforma en
concentraciéon de glucosa. Concretamente, ante la presencia de la coenzima PQQ
(quinona de pirroloquinolinaja enzima glucosa deshidrogenasa, enzima contenida en

la tira reactiva, convierte la glucosa de la muestra sanguinea en gluconolactona. Esta
reaccion enzimatica produce una corriente eléctrica que el glucometro traduce en un
valor de glicemigAccuckek)

Reactivos:

- Accu-Chek Aviva system (Roche diagnostics)
- Tiras reactivas AcctChek Aviva system (Roche diagnostics)

3.6. Determinacioén de la concentracion dénsulina

Para la determinacion de la insulina en suero o plasma se utilizoosinkércial Rat

Insulin ELISA. La técnica empleada se basa en el principio de un inmunoensayo
enzimatico (ELISA) directo tipo sandwich. Brevemente, la insulina presente en las
muestras reacciona con los anticuerpos-iastilina unidos a los pocillos de l&apa y

con los anticuerpos artisulina conjugados con peroxidasa, con un lavado se pueden
eliminar el exceso de anticuerpo marcado con enzimas marcadas, y tras afadir el
sustrato especifico (tetrametilbenzidina), se genera un producto coloreado gedese pu
cuantificar por espectrofotometria. La cantidad de producto coloreado que se produce es
directamente proporcional a la cantidad de insulina que hay en la muestra.
Paralelamente se realiza una curva patron.
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El protocolo consistié en afiadir 10 uL de sué25 uL en el caso del kit para insulina
ultrasensible) o de patrén a cada pocillo, posteriormente se afiadi6 100 pL del
anticuerpo antinsulina conjugado a un enzima peroxidasa 1x (previamente preparada a
partir de un stock 11x, incluido en el kit) a aggocillo. Se hizo una incubacién con
agitacion de 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente se hicieron 6 lavados con
tampodn de lavado incluido por el kit, se afladieron 200 pL de sustrato TMB, y se incubo
15 min a temperatura ambiente. Para detenentxi@n se afiadieron 50 pL de soluciéon

de parada. Finalmente se leyo la absorbancia a 450 nm en un espectrofotbmetro para
placas de ELISA Sunrise de TECAN.

Reactivos:

- Rat Insulin ELISA (Mercodia)
- Ultrasensitive Rat Insulin ELISA (Mercodia)

3.7. Determinacion del indice HOMA-IR

Para determinar la resistencia a la insulina se utiliz6 el modelo homeostatico de
resistencia a la insulina (HOMIR). Los niveles de HOMAR se determinaron al
conocer las concentraciones séricas de insulina y glucosa en condidéorRgsino
utilizando la férmula de Matthews et(@lucas, Fewtrell et al. 1999)

HOMA-IR: Glucosa en ayuno (mmol/L) x Insulina en ayuno (mU/L) / 22,5
3.8 Determinacion de la concentracion de Leptina

Los niveles de leptina se determinaron en suero y leche, se utilizé el kit comercial
Quantikine ELISA Mouse/Rat Leptin (R&D Systems, USA & Canada). La técnica
empleada se basa en el principio de un ELISA tipo sandwich, donde un anticuerpo
policlonal anti éptina se encuentra adherido en los pocillos de la placa. El protocolo
consisti6 en afadir 50 pL de la muestra y del patrén en los pocillos de las placas
incluidas en el kit y recubiertas con un anticuerpo policlonal anti leptina. Se realizdé una
incubacionpor 2 h a temperatura ambiente. Después de una serie de lavados (cuatro
lavados con el tampdén de lavado incluido), se afiadieron 100 uL el anticuerpo anti
leptina conjugado a una peroxidasa de rabano (HRPseradish peroxidayey
nuevamente se incubd mmte 2 h a temperatura ambiente. Se realizan nuevamente
cuatro lavados para eliminar el anticuerpo excedente y se afiadié 100 uL de solucion
sustrato. Se incubé 30 min a temperatura ambiente, protegiendo la placa de la luz
exterior. Finalmente se afiadidwenidn de parada y se leyo la absorbancia a 450 nm en
un espectrofotbmetro para placas de ELISA (Sunrise de TECAN). La intensidad del
color registrado es proporcional a la cantidad de leptina presente en las muestras.

Se realizaron diferentes dilucioneslds muestras con la finalidad de que las lecturas
guedaran dentro del patron: para las muestras de leche las diluciones fueron 1/2, para el
suero de crias de 21 dias fue de 1/5, para el suero de adultos (postcafeteria 6 meses) fue
de 1/10 para machos y5lpara hembras.

Reactivos:
- Quantikine ELISA Mouse/Rat Leptin (R&D Systems, USA & Canada)
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3.9. Determinacion de la concentracion de Adiponectina

Los niveles de adiponectina se determinaron en suero y leche. Se utilizé el kit comercial
Quantikine ELISA RatfTotal Adiponectin/Acrp30 (R&D Systems, USA & Canada) La
técnica empleada se basa en el principio de una ELISA tipo sandwich, donde un
anticuerpo policlonal anti adiponectina se encuentra adherido al interior de los pocillos
de la placa. El patron y las naigs son pipeteadas dentro de los pocillos, al haber
adiponectina presente, esta quedara unida al anticuerpo de la placa. Después de una
serie de lavados se aflade anticuerpo especifico anti adiponectina conjugado a una
enzima peroxidasa (peroxidasa dearéty HRP, horseradish peroxidase). Se realizan
nuevamente una serie de lavados para eliminar los restos de enzimas no unidas al
anticuerpo. La reaccion enzimética produce una coloracién azul que se transforma en
amarillo una vez que la solucién de paradasido afiadida. La intensidad del color
registrado es proporcional a la cantidad de adiponectina presente en la muestra.

Se realizaron diferentes diluciones de las muestras con la finalidad de que las lecturas
quedaran dentro del patron: para las muesiedsche las diluciones fueron 1/500, para
el suero fue de 1/5000.

Concretamente, el protocolo consistio en afadir 50 puL de la muestra y del patron en los
pocillos de las placas incluidas en el kit recubiertas con un anticuerpo policlonal anti
adiponectia. Se realizd una incubacion por 1 h a temperatura ambiente en agitacion
constante. Se realizaron cuatro lavados con tampodn incluido en el kit. Se afiadieron 100
uL del anticuerpo conjugado con peroxidasa (HRP) y nuevamente se incub6 por 1 h a
temperatura rmbiente con agitacion constante. Se hicieron otros 4 lavados y se
afiadieron 100 pL de solucion sustrato. Nuevamente se incubd durante 30 min a
temperatura ambiente, protegiendo la placa de la luz exterior. Finalmente se afiadié una
solucién de parada y seyb la absorbancia a 450 nm en un espectrofotémetro para
placas de ELISA (Sunrise de TECAN).

Reactivos:

- Quantikine ELISA Rat Total Adiponectin/Acrp30 (R&D Systems, USA &
Canadd)

3.10 Determinacion de la concentraciéon de Irisina

Los niveles de irisina se determinaron en suero y leche. Se utilizo el kit comercial Irisin
(Phoenix Pharmaceuticals, Inc). La técnica esta basada en el principio de competitividad
enzimatica, en la cual, las placas de ELISA contienen un anticuerpo secwodasus

sitios de unidon no especificos blogueados, este anticuerpo detecta la region Fc
(Fragmento cristalizable) del anticuerpo primario, a cuyo fragmento Fab (Fragmento de
unién al antigeno) se le uniran de forma competitiva el péptido biotiniladmdi
biotinilada) o el p®ptido (irisina) preser
periodo de incubacién, el anticuerpo primario se une al anticuerpo secundario anti
irisina de las placas de ELISA. Posteriormente una serie de lavados eliminan los
anticuerpos que no han llegado a unirse. La biotina conjugada interactia con la
peroxidasa de rabano unida a estreptavidina-HBR, streptavidirhorseradish
peroxidasg la cual cataliza reaccion con la solucion sustrato para producir una solucién
de colorazul. La reaccion enzimatica es detenida al afiadir &cido hidrocloridrico (HCI).
La intensidad del color registrado es inversamente proporcional a la cantidad de irisina
presente en la muestra.
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Se realizaron diluciones de las muestras con la finalidadiedag lecturas quedaran
dentro del patron: tanto para las muestras de leche como para las muestras de suero la
dilucién fue de 1/6. El protocolo consistio en afadir 50 pL de la muestra y del patrén en
los pocillos de las placas incluidas en el kit, juriia 50 pL del anticuerpo primario. Se

hizo una incubacion de 2 h a temperatura ambiente. Se afiadi6 50 pL de péptido
biotinilado y nuevamente se incub6 durante 2 h a temperatura ambiente. Se realizaron
cuatro lavados con tampon incluido en el kit y se aiadi 100 pL de solucion SA

HRP. Se volvié a incubar 1 h a temperatura ambiente Yy se realizaron otros cuatro
lavados. Se afadio solucién sustrato (TMB) y se realiz6 una ultima incubacion de 7 min
a temperatura ambiente, se detuvo la reaccion con 100 QJ58eHCL. Finalmente se

ley6 la absorbancia a 450 nm en un espectrofotdmetro para placas de ELISA (Sunrise de
TECAN).

Reactivos:
- Irisin (Human, Mouse, Rat) ELISA KIT (Phoenix Pharmaceuticals, Inc)

3.11 Determinacién de acidos grasos libres circulantes

Los niveles de acidos grasos no esterificados (NER@n esterified fatty aciflsse
determinaron en suero. Se utilizd el kit colorimétrico enzimatico NHRA (2)
(WAKO-Chemicals). El principio de la técnica se basa en que los NEFA de la muestra
son convertide a AcytCoA, adenosin monofosfato (AMP) y acido pirofosforico (PPi)
por la accion de la AcyCoA sintetasa (ACS) bajo la presencia de coenzima A (CoA) y
trifosfato de adenosina (ATP). El Aef@loA resultante de la reaccion es oxidado por la
accion de la Agl-CoA oxidasa (ACOD), uno de los productos de dicha oxidacion es el
peréxido de hidrogeno. En la presencia de peroxidasa (POD), el peréxido de hidrogeno
produce una pigmentacion azul parpura por oxidacion cuantitativa -6oetiBN-( b
Hidroxietil)-Anilina (MEHA) y 4-aminoantipirina (4AA). Finalmente la concentracion

de NEFA se obtiene al medir el nivel de absorbancia del color azul purpura.

El protocolo consistié en afiadir 7 pl de la muestra en placas de ELISA (96 pocillos),
posteriormente se afadié 15Q el reactivo 1 (reconstituido previamente con la
solucion A (buffer fosfato 50 mmol/L, pH 7,0 y &cida sddica 0,05%) y la solucion color

A (0,53 U/mL ACS, 0,31 mmol/L CoA, 4,3 mmol/L ATP, 1,5 mmolAAA, 2,6 u/mL

AOD, 0,062% acida sodica, y color A 0,8¢gluidos en el kit), se agité vigorosamente

la muestra y se incubd por 5 min a 37°C. A continuacion se afiadieron 75 pL del
reactivo 2 (reconstituido previamente con solucion B (MEHA) y la solucién color B
(12U/mL ACOD vy 14U/mL POD) incluidos en el kitjhuevamente se agitd
vigorosamente y se dejo reposar durante 5 min a temperatura ambiente. Finalmente se
ley6 la absorbancia a 550 nm en un espectrofotébmetro para placas de ELISA (Sunrise de
TECAN).

Reactivos:
- kit calorimétrico enzimatico NEFAIR(2) (WAKO-Chemicals)

3.12 Determinacién de triglicéridoscirculantes

Los niveles de triglicéridos se determinaron en suero, se utilizé el kit contéeciah
Triglyceride Determinatior{SigmaAldrich). El procedimiento se basa en la hidrolisis
enzimatica de los trigéridos en glicerol y acidos grasos libres por accion de la
lipoproteina lipasa, el glicerol producido puede ser cuantificado después de pasar por
una serie de reacciones enzimaticas: primero el glicerol es fosforilado formando
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glicerol1-fosfato (G1-P), dicha reaccién es catalizada por la glicerol quinasa (GK).
Después @l-P es oxidado por accion de la glicerol fosfato oxidasa (GPO) resultando en
la formacion de dihidroxacetona fosfato (DAP) produciendo peréxido de hidrogeno
(H20,). Finalmente seproduce la catalisis de ,B, para producir un colorante de
quinoneimina que muestra una absorbancia maxima de 540 nm.

El protocolo consistié en afiadir 240 uL del reactivee Glycero] incluido en el kit, en

una placa de ELISA (96 pocillos). Se afiadieBqul de la muestra y el patron, después

se agité suavemente la placa de ELISA. Se incubd durante 5 min a 37°C y se realiz6 una
lectura de la absorbancia inicial a 540 nm en un espectrofotobmetro para placas de
ELISA (Sunrise de TECAN). Se afadieron 60 |4l @riglyceride reagentse agitdé una

vez mas y se volvio a incubar por 5 min a 37°C. Finalmente se realiz6 una lectura de la
absorbancia final a 540 nm.

Reactivos:
- Serum Triglyceride Determination kit (SigrAddrich)

3.13 Determinacion delb-Hidroxibutir ato circulante

Los niveles de cuerpos cetdnicos se determinaron en suero, se utilizo el kit cdmercial
hydroxybutyric acidb-HBA) (Ben Biochemical enterprise, Milano, Italy). El principio

de la técnica se basa en la actividad enzimética de la BHB deshidrogenasa, la cual
cataliza la oxidacion de BHB en acetoacetato, simultdneamente se produce la reduccion
de NAD" a NADH. El incremento de absorbancia de NADH es directamente
proporcional a la cantidad de BHB de la muestra.

Se realiz6 una dilucién 1/2 de las muestras con la finalidad de que las lecturas quedaran
dentro del patron. El protocolo consistio en afiadir 10 puL de latrauepatrén en una

placa de ELISA (96 pocillos) mas 180 uL de reactivo de trabagking reagent

incluido en el kit, se agité ligeramente y se incubé 10 min a 37°C. Se realizdé una
primera lectura con las siguientes condiciones: 355 nm de excitaci®® yym de
emision de la fluorescencia. Posteriormente se afiadieron 30 pL del reactivo 3 en cada
pocillo y se agit6 ligeramente 10 min. Finalmente se realiz6 una segunda lectura con las
condiciones antes mencionadas en un espectrofluorimetro para pladaksISke
(Mithras LB 940).

Reactivos:

- Ki t- hy@roxybutyrric acid (EHBA) (Ben Biochemical enterprise, Milano,
Italy)

3.14 Western blot

El western blot es un método semicuantititativo para identificar proteinas especificas a
partir de una mezcla mas complegle estudio. Se emplea una electroforesis
desnaturalizante en geles de poliacrilamida (PAGE) en presencia de dodecilsulfato
sodico (SDS) para hacer una separacion de las proteinas en base a su peso molecular.
Posteriormente las proteinas son transferidasma membrana adsorbente donde es
detectada la proteina en estudio utilizando anticuerpos especificos para dicha proteina.
La membrana es escaneada y se realiza una cuantificacion de las bandas.
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Preparacion de las muestras

Se homogenizaron muestrashtidgado con homogeneizador (modelo VDI 12, VWR) en
hielo y en una dilucién 1:5 (w:v), empleando buffer de lisis 1x RIPadi¢-
immunoprecipitation assay bufjemas inhibidor de proteasas y fosfatasas (Thermo
Fisher, Rockford, USA). Después de la homogemi@ase hizo una centrifugacion a
7.500 x g durante 2 min y a 4°C, el sobrenadante resultante se utiliz6 para medir la
concentraciéon de proteinas.

El contenido total de proteinas hepaticas se cuantific6 con el kit conféierieé BCA
protein assayTherno acientific) usando albumina (BSA: Bovine Serum Albumin en
concentracion de 2 mg/mL) como estandar. Se afadierqui 2t las muestras y el
patron en una placa de ELISA (96 pocillos) mas 200 uL de WBrKing reagent
incluido en el kit. La placa se cubrpara protegerla de la luz exterior y se incubo
durante 30 min a 37°C. Finalmente se leyd la absorbancia a 562 nm en un
espectrofotometro para placas de ELISA (Sunrise de TECAN).

Para la electroforesis, las muestras se prepararon diluyendo 100 pg deapaitd en
tampén de carga (Laemmli Sample buffer, 1 pL de tampdn de carga por cada 10 pg de
proteina total), las muestras se calentaron 3 min en agua en ebullicion para
desnaturalizar las proteinas.

Reactivos:

- Halt™ Protease & Phosphatase Inhibitor Cocktail 100x (Thermo Fisher
Scientific)

- RIPA Lysis buffer 1x: 50 mM TrigdCL (Sigma) buffer pH=7.4, 150 mM NacCl
(Panreac), acido desoxicolico 0,25% (Panreac), NP40 1% (Sigma) y EDTA 1
mM (Merck)

- Pierce BSA Protein assay kit (Thermaentific)

- Albumina estandar (2 mg/mL) (Thermo scientific)

- Tampon de carga (Laemmli sample buffer): FHIEL 0.5 mM (Sigma) pH=6.8,
SDS 5% (Sigma), glycerol 10% (Sigmé}ymercaptoetanol 5% (Sigma) y azul
bromofenol 1% (Panreac)

Electroforesis en gel deopacrilamida con dodecilsulfato sédico (SIPAGE)

100 pg de proteina total fueron fraccionadas usando geles de policrilamida
Criterion™TGX™ Precastde 415% (BioRad), usando triglicina como buffer de
electroforesis. Se utiliz6 un marcador de pesoemdar bicolor (BieRad). Las
condiciones de la electroforesis fueron 120 V, 90 min.

Reactivos:

- Gel de policrilamida Precast¥ % (Criterion" TGX™, Bio-Rad )

- Tris-glicina 0,5x pH=8.3: TridBase 0,025 M (Sigma), glicina 0,195 M (Sigma)
y SDS 0,02%Sigma)

- Marcador de peso molecular bicolor (Precision Plus ProteBtandard, Dual
color (Bio-Rad)

Electrotransferencia

Una vez hecha la electroforesis se hizo una transferencia de las proteinas fraccionadas
hacia una membrana de nitrocelulosa de 0,2 pana ello se utilizé el sistema de
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transferencia turbo Trafdot (Bio-Rad), el proceso consiste en humedecer 7 papeles de
transferencia en la solucidwransblot Turbo Transfer buffecolocarlos en el fondo del
cassetteelectrodo (anodo). A continuaciéa membrana de transferencia también se
humedecio con la misma solucion y se colocd sobre la parte superior de la pila
humedecida de papeles dentro chdsettedespués el gel se coloco sobre la membrana.
Finalmente se colocaron sobre el gel 7 papelesratesferencia humedecidos en
soluciénTransblot Turbo Transfer buff@r Se coloca etassettgcatodo) para cerrar el
sistema de transferencia y se inserta dentro del equipo. Las condiciones de
electrotransferencia fueron: 7 min a 2.5 A constantes hadfa 25

Reactivos:

- 0,2 um nitrocellulose membrane (BRad)
- TransBlot® Turbo™ Transfer buffer solution (Bi®Rad)
- TransBlot® Turbo™ Midi Nitrocellulose Transfer Kit (BieRad)

Imnunodeteccion

La membrana fue bloqueada con una solucién de bloqueo (O8ysseyBS 1x (1:1)

durante 12 h a temperatura ambiente. Después del bloqueo, la membrana fue lavada con
TBS con TweefR0 al 0,1% durante 60 s y posteriormente incubada 1 h a temperatura
ambiente en agitacion constante con anticuerpo primario especifispud3ede la
incubacion la membrana fue lavada 4 veces durante 5 min cada vez a temperatura
ambiente con TBS con Twe@® al 0,1% en agitacion constante. Después la membrana
fue incubada 30 min a temperatura ambiente con agitacidon constante y con proteccion
de la luz exterior con anticuerpo secundario conjugado con un fluoréforo (IRDye
800cW or IDEye 680ye 680LT). El anticuerpo secundario se prepard segun la especie
huésped del anticuerpo primario.

Para la deteccion las membranas fueron lavadas 4 vecesedbirain cada vez en TBS
con Tweer20 al 0.1% a temperatura ambiente en agitacion constante. Se realizé un
ultimo lavado con TBS durante 5 min.

Reactivos:

- Odysse{ Blocking Buffer Solution (LICOR Biosciences)

- TBS 10x wash buffer, pH 7.4: 500 ml de F€4 1M (Sigma), pH 7.4 y 300 ml
de NaCl 5M (Panreac) y arrasar hasta 1 L con agua destilada.

- TBS 1x con Tweei20 al 0,1%: TBS 10x diluido 1:10 con agua destiladay 1 g
de Tweenr20 (Sigma)

- Anticuerpo primario policlonal de conejo anti receptor de insulinsR) de rata
(Cell Signalling Technology, Ref:3025), diluido 1:2000 en TBS 1x con 0,1% de
BSA (Sigma), 0,1% de &cida sddica (Sigma) y 0,1% de T\ROdSigma)

- Anticuerpo primario policlonal de conejo anti AKT de rata (Cell Signalling
Technology, Ref:9272)diluido 1:2000 en TBS 1x con 0,1% de BSA (Sigma),
0,1% de acida sédica (Sigma) y 0,1% de TwaeriSigma)

- Anticuerpo primario policlonal de ratén anti AMPK de rata (Cell Signalling
Technology, Ref:2793), diluido 1:2000 en TBS 1x con 0,1% de BSA (Sigma),
0,1% de acida sddica (Sigma) y 0,1% de TweeriSigma)

- Anticuerpo primario policlonal de conejo anti AMRKde rata (Cell Signalling
Technology, Ref:2535), diluido 1:2000 en TBS 1x con 0,1% de BSA (Sigma),
0,1% de acida sddica (Sigma) y 0,1% de TwerSigma)
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- Anticuerpo secundario anti anticuerpos de conejo (Canal de deteccion infrarroja:
800) (LI-COR Biosciences), diluido 1:20000 en Odyssey® Blocking Buffer y
TBS 1x con 0,1% de BSA (Sigma), 0,1% de acida sodica (Sigma) y 0,1% de
Tween20 (Sigma)

- Anticuerpo secundario anti anticuerpos de raton (Canal de deteccion infrarroja:
680) (LI-COR Biosciences), diluido 1:20000 en Odyssey® Blocking Buffer y
TBS 1x con 0,1% de BSA (Sigma), 0,1% de acida sodica (Sigma) y 0,1% de
Tween20 (Sigma)

Escaneado guantificacion

Las membranas fueron escaneadas en un escaner Gdgssegistema de imagen
infrarroja (LFCOR Biosciences) en los canales de deteccion apropiados respecto al
anticuerpo escaneado (canal verde en 700 nm cuando se utilizo el anticuergarggcun
antranticuerpos de raton y canal rojo en 800 nm cuando se utilizd6 el anticuerpo
secundario ardanticuerpos de conejo. Para la cuantificacion de las bandas se utilizé el
Odysse§ software V 3.0 (LICOR Biosciences)

Control de carga

Para comprobar @ncorrecta carga uniforme de las muestras, se utilizé la beta actina
como control de carga. Para ello se incubaron las membranas con un anticuerpo
monoclonal de ratén arfiactina diluido 1:2000 en TBS 1x con 0,1% de BSA (Sigma),
0,1% de acida sddica (na) y 0,1% de TweeR0 (Sigma).

3.15 Analisis estadistico

Todos los datos se presentan como media * el error estdndar de la media (SEM). El
analisis estadistico usado fue elegido segun el objetivo experimental. Para estudiar las
diferencias individualesntre grupos de experimentacion con comparaciones multiples,
se aplico el andlisis de varianzas de dos factores (ANOVA de 2 factores), o un analisis
de medidas repetidagguido del test de Bonfergriegun el caso. Las comparaciones
simples (dos grupos de experimentacion) se realizaron mediante el test de la
Student. El software utilizado para el analisis fue SPSS para Windows version 20. En
todos los casos el nivel de confianza fue del 95%{®S), y se identifico en la gréfica
cuando fualiferente.
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4. Resultados y Discusion
Capitulo 1

4.1 Capitulo 1

La sobre alimentacion con dieta de cafeteria en ratas macho jovenes
altera la respuesta adaptativa a condiciones de alimentacion/ayuno e
incrementa la adiposidadindependientemente del peso corporal

En este estudio se pretende analizar en ratas jovenes el efecto de un periodo corto de
exposicion a una dieta de cafeteria en su respuesta metabodlica a condiciones de
alimentacion/ayuno en tejidos claves implicadosagmomeostasis energética. Para ello
ratas lactantes macho de 10 dias de edad fueron alimentadas con una dieta control o una
dieta de cafeteria durante 12 dias y fueron sacrificados en condiciones de alimentacion
ad libitum o tras 12 h de ayuno. Se analied el higado, tejido adiposo blanco
retroperitoneal e hipotédlamo la expresion de genes claves implicados en el metabolismo
energético. A pesar de que no se observaron diferencias en el peso corporal, los
animales alimentados con dieta de cafeteria prasentasi el doble de grasa corporal

que los animales control. Los animales alimentados con dieta de cafeteria también
mostraron un mayor ingesta, mayor leptinemia y una alteraciébn en la expresion
hipotalamica del Neuropéptido Y, lo que sugiere una alteraen el control de la
ingesta. A diferencia de los controles, las ratas alimentadas con dieta de cafeteria no
presentaron un descenso en la expresion de Pparg, Srebfl o Cidea bajo condiciones de
ayuno, y mostraron una menor expresion de Pnpla2 que ma®les. En el higado,
comparado con los animales del grupo control, los animales alimentados con dieta de
cafeteria presentaron: i) una menor expresion de los genes relacionados con la captacion
de acidos grasos y con la lipogénesis bajo condicionesrdenghcionad libitunt ii)

una mayor expresion de los genes relacionados con la oxidacion de los acidos grasos y
la glucoquinasa bajo condiciones de ayuno; iii) una mayor expresion del receptor de
leptina y del receptor de insulina; y, a nivel de protaimajores niveles del receptor de
insulina y de la relacion pAMPK/AMPKRor tanto, n periodo corto de exposicion a la

dieta de cafeteria en ratas jovenes macho es suficiente para alterar la respuesta
metabodlica a condiciones de alimentacién/ayunaegidos claves implicados en la
homeostasis energética, particularmente en el tejido adiposo blanco, y asi inducir una
acumulacion exacerbada de grasa corporal y un aumento en el riesgo metabdlico, sin
cambios aparentes en el peso corporal.
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4.1.1. Resultados

Peso corporal, ingesta y parametros sanguineos

A dia 21 de edad los animales fueron destetados y estabulaftomdendividual. &

midié la ingesta total de alimentos consumidos por los animales sacrificados en
condiciones de alimentacidad libitum durante las ultimas 12. lEn el caso de los
animales alimentados con dieta de cafeteria, se registré la cantidad exacta de cada
alimento ingerido, debido a que no todos los componentes de la dieta se consumen de
igual manergRibot, Rodriguez et al. 2008pPbservamos que los animales alimentados

con dieta de cafeteria consumen tres veces mas Kcal que los animales control (p<0,05,
test de la t de Student) (Tabla 4.1). La dieta deteda consumida, calculada segun los
alimentos consumidos por los animales, aporté un 40,3% de energia en forma de
carbohidratos, un 46,3% en forma de grasa y un 13,4% en forma de proteinas, mientras
qgue la dieta control aporté un 73% de energia en fatenaarbohidratos, un 8% de
grasa y un 19% de proteinas. Como se muestra en la Tabla 4.1, aunque tras 12 dias de
alimentacion con dieta de cafeteria no se observaron cambios significativos en el peso
corporal, las crias alimentadas con dieta de cafeteg&eman un mayor contenido de
grasa corporal que las controles, asi como un mayor tamafo de los principales depdésitos
de tejidos adiposos blancos (inguinal, mesentérico, retroperitoneal y epididimal), y un
menor peso del higado. No se encontré correlaandire el contenido de grasa y el peso
corporal, lo cual es una evidencia de que el incremento de adiposidad es independiente
del peso corporal. Los animales en condicion de ayuno presentaron un menor peso
corporal, menor contenido de grasa y menor pektiigado en comparacién con los
animales en condicion de alimentacaih libitum Cabe destacar, que la reducciéon del
contenido de grasa corporal y el tamafio del higado fue mayor en los controles que en
los animales alimentados con dieta de cafeteria @p<@fecto interactivo entre dieta y
ayuno, ANOVA de dos factores). Ademas, en los animales control, pero no en los
animales cafeteria, el tamafio del tejido adiposo inguinal, retroperitoneal y epididimal
fue significativamente menor en el grupo de ayunmparado con los animales
alimentadosd libitum(p<0,05, test de la t de Student).

Los niveles circulantes de leptina, triglicéridos y acidos grasos libres fueron mayores en
los animales alimentados con dieta de cafeteria en comparacién con el grupo control
(p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores). Los niveles de glucosa fueronesieno

en el grupo cafeteria, pero solamente bajo condiciébn de alimentadidibitum
(p<0,05, test de la t de Student). Tanto los animales control como cafeteria mostraron
menores niveles circulantes de glucosa y leptina en condicion de ayuno (p<0,@5, efect
ayuno, ANOVA de dos factores). No se encontraron cambios significativos en los
niveles de insulina. Bajo condiciones de alimentaeidtibitum los niveles circulantes

de leptina se correlacionan positivamente con el contenido de grasa corporal (r=0,850
p<0,001) pero no con el peso corporal (r=0,011, p=0,960).
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Tabla 4.1 Ingesta de alimentos nocturna, peso corporal, contenido de grasa, peso de los
diferentes depdsitos de tejido adiposo blanco (TAB) e higado, y niveles circulantes de glucosa,
leptina, insulina, &cidos grasos libres y triglicéridos de ratas macho de 22ladiedad
alimentados con dieta control o dieta de cafeteria desde dia 10 de vida y sacrificados en
condiciones de alimentaci@a libitumo tras 12 h de ayuno.

Dieta Control Dieta Cafeteria

Ad libitum Ayuno Ad libitum Ayuno ANOVA
Ingesta de alimentogkcal) 23,422 -- 70,6 + 20# --
Peso corporal (g) 547+15 456 +1,1* 52,6 +1,5 48,7 +1,2* F
Grasa corporal (g) 4,4+03 2,2+0.1* 8,0+ 0,5# 6,3+ 0,5% D, F
Grasa corporal (%) 8,0+0,4 4,9+0,2* 15,2 +0,7# 12,7 £ 0,7* DxF
TAB inguinal (mg) 501 + 29 375 + 32% 844 + 81# 862 + 724 D
TAB mesentérico (mg) 203 + 17 164 + 16 331+ 31# 334 + 21# D
TAB retroperitoneal (mg) 80 +7 51 + 5* 216+ 18# 184 + 19# D, F
TAB epididimal (mg) 97 +8 68 + 10* 200 + 15# 178 + 17# D
Higado (g) 2,39 £0,10 1,36 £0,04* | 2,21+0,08#| 1,55+0,06* DxF
Glucosa (mg/dL) 171+6 121 + 5* 156 + 4# 120 + 5+ F
Leptina (pg/mL) 1423 + 144 171 + 33+ 4418 +334# | 739 + 72*% D,F
Insulina (ug/L) 0,087 £0,021| 0,072 +0,021 | 0,062+0,010 0,049+0,006
Triglicéridos (mg/mL) 0,934 +0,170| 0,467 +0,045* | 1,010 +0,168| 0,746 + 0,097# D
NEFAs (mM) 0,550 + 0,086| 0,992 +0,112* | 0,721 +0,152| 0,970 + 0,094 D
Abreviaturas: NEFAs, 4cidos grasos libres no esterificados; TAB, tejido adiposo blanco;
Estadistica: # Dieta de cafeteria vs dieta control (p<0,05, test de la t de Student). *, Ayuno vs alimahtégiGm
(p<0,05, test de la t de Student). Los datos son la media + SEM-183¥1B, efecto condicion de alimentacida (|
libitum/ayuno); D,efecto dieta (control/cafeteria); DxF, efecto interactivo entre dieta y condicion de alimen
(p<0,05, ANOVA de dos factores).

Expresion de genes relacionados con el balance energético en el hipotalamo

Los niveles de expresion de ARNm de Insr, Lepr, Ghsr, Socs3, Stat3, Npy y Pomc en el
hipotadlamo se muestran en la Figura 4.1. El nivel de expresion de Ghsr fue menor en los
animales alimentados con dieta de cafeteria en comparacion con el grupo control
(p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores) mientras que no se observaron
diferencias significativas en los niveles de expresion del Insr y Lepr. Los niveles de
ARNmM en los receptores mencionados anteriormente no mostraron cambios bajo
condicion de ayuno eoparado con los niveles en los animales de alimentaidn
libitum. La expresion de Socs3 fue menor en los animales en ayuno comparados con los
animales alimentadoad libitum (p<0,05, efecto ayuno, ANOVA de dos factores),
especialmente en los animales ttoh(p<0,05, test de la t de Student). Se observé una
tendencia similar en los niveles de expresion de ARNm de Stat3 (p=0,060, efecto
ayuno, ANOVA de dos factores). El grupo cafeteria presentd menores niveles de
expresion de ARNm del Npy que los contrdi@sto en condiciones de alimentacégih

libitum como en ayuno (p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores). No se encontro
una diferencia significativa en la expresiéon de Pomc. Cabe destacar que los animales
control mostraromun ratiomayor Npy/Pomc quis animales alimentados con dieta de
cafeteria, particularmente bajo condicidn de ayuno; sin embargo, el incremento inducido
por el ayuno este ratio solo fue significativo por el test de la t de Student en los
animales control.
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Expresion de geneglacionados con el metabolismo energético en el higado

Los resultados que muestran la expresion de genes que participan en la utilizacién y
metabolismo de los nutrientes en el higado se muestran en la Figura 4.2.

Los animales control en condiciones de alimenta@dnlibitum presentan mayores
niveles de expresion de Cd36 en higado comparado con el grupo cafeteria (p<0,05, test
de la t de Student). En condiciones de ayuno, los niveles de ARNm para Cd36 tienden a
disminuir en los controles pero incrementan en los animales alimentados con dieta de
cafeteria (p<0,05, efecto interactivo entre dieta y ayuno, ANOVA de dos factores).

La expresion de genes lipogénicos (Srebfl, Fasn y Scdl) y glucoquinasa fue menor en
animales en ayuno comparados con los animales en condicién de alimengéakcion
libitum tanto en el grupo control como en el grupo cafeteria, aunque los animales
control, comparados con los animales del grupo cafeteria mostraron mayor expresion de
estos genes bafondicion de alimentacioad libitum (p<0,05, efecto interactivo entre

dieta y ayuno, ANOVA de dos factores). De hecho, el ratio ayuno/alimentacion para la
expresion de ARNm de Srebfl, Fasn y Scd1 fue mayor en el grupo cafeteria (0,43, 0,22
y 0,08 respectiamente) que en el grupo control (0,06, 0,08 y 0,03 respectivamente).

Por otro lado, los animales del grupo cafeteria en estado de ayuno, mostraron mayores
niveles de expresion de ARNm de genes relacionados con la oxidacion de &cidos
grasos: Ppara, CptyaPdk4 (p<0,05, efecto interactivo entre dieta y ayuno, ANOVA de

dos factores).

Con respecto a la expresion de genes relacionados con la sefializacion de la leptina y la
insulina, los animales del grupo cafeteria presentaron una mayor expresion del ARNm
de los receptores de leptina e insulina (p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores).
Con el ayuno se observo un incremento en la expresion de Lepr en animales del grupo
cafeteria, pero no en el grupo control (p<0,05, test de la t de Student), y una
disminwcion en los niveles de expresién de Socs3 en ambos grupos (sélo significativo
por test de la t de Student en los animales cafeteria) y de Irsl solamente en el grupo
control (p<0,05, efecto interactivo entre dieta y ayuno, ANOVA de dos factores).
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En vista de las diferencias encontradas en la expresion de genes relacionados con la
sefializacion de la insulina, analizamos los niveles de proteinas del InsR y de la AKT
(proteinas de la cascada de sefializacion de la insulina) por western blot. Laglassult

se muestran en la Figura 4.3.

Como ocurre con los niveles de expresidon de ARNm, los animales alimentados con
dieta de cafeteria también presentaron mayores niveles de la proteina InsR comparado
con los controles (p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dugdres). Ademas, los niveles

de la proteina InsR fueron mas elevados tanto en grupo control como en el grupo
cafeteria bajo condiciones de ayuno (p<0,05, efecto ayuno, ANOVA de dos factores),
aungue este incremento fue mas marcado y significativo patedatt de Student en el

grupo control (p<0,05).

Respecto a la proteina AKT, no se encontraron diferencias significativas entre los
animales control y cafeteria; sin embargo ambos grupos mostraron bajos niveles de esta
proteina en situacion de ayuno esmparacion con la condiciéad libitum (p<0,05,

efecto ayuno, ANOVA de dos factores).

Conociendo el papel de la AMPK como sensor energético en la regulacion del
metabolismo celular, también analizamos los niveles de esta proteina y su forma activa
fosforilada (pAMPK).Los resultados se muestran en la Figura 4.3.

Los animales control mostraron bajos niveles de la proteina AMPK bajo condiciones de
ayuno comparado con el grupo de alimentaeidnibitum mientras que los niveles de
AMPK en los animales cafeia permanecieron estables independientemente de la
condicion de alimentacion (p<0,05, efecto interactivo entre dieta y ayuno, ANOVA de
dos factores). Ademas los animales en estado de ayuno del grupo cafeteria presentaron
altas cantidades de pAMPK compd#aa a los controles (p<0,05, test de la t de Student).

El efecto de la dieta fue mas evidentes para el ratio pAMPK/AMPK, lo que sugiere una
mayor activacion de la via AMPK en los animales del grupo cafeteria comparado con
los controles (p<0,05, efecto cietANOVA de dos factores).
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Expresion de genes relacionados con el metabolismo energético en tejido adiposo
blanco retroperitoneal.

El depdsito retroperitoneal fue elegido como representativo del TAB debido a su
relacion con el desarrollo de la resistencia a la insulina y diabetes ((pab#ely, Ma

et al. 2002) Los resultados que muestran la expresion de genes relacionados con la
utilizacion y metabolismo de nutrientes en este tejido adiposo se presentan en la Figura
4.4,

Los animales en condicién deuwsyp presentan mayores niveles de ARNm para Lpl
comparado con los animales en condicion de alimentaaiolbitum (p<0,05, efecto

ayuno, ANOVA de dos factores); esta diferencia se present6 especialmente en el grupo
cafeteria (p<0,05, test de la t de Stujledo se encontraron diferencias en la expresion

de Cd36.Como tendencia general, se encontré un efecto interactivo entre el tipo de
dieta y las condiciones de alimentacién en genes relacionados con la captacion y
metabolismo de la glucosa, lipogénesigle@ (que participa en la fisiologia de las gotas
lipidicas), e Insr. Especificamente, los animales control bajo condiciones de
alimentacionad libitum mostraron una mayor expresion de Slc2a4 y Hk2 comparado
con el grupo cafeteria; estos animales adengseptaron una mayor reduccion en los
niveles de expresion de estos genes bajo condiciones de ayuno (p<0,05, efecto
interactivo entre dieta y ayuno, ANOVA de dos factordsgimismo, los animales
control presentaron una reduccion en los niveles de expresion de Pparg, Srebfl y Cidea
bajo condiciones de ayuno comparaalaccondicionesad libitum mientras que la
expresion de estos genes no se vio afectada en los animales detafaipria (0 no de
manera significativa en el caso de Pparg), por el ayuno. El grupo control en condiciones
de alimentaciérad libitum exhibieron una mayor expresion del ARNm de Fasn que
animales del grupo cafeteria (p<0,05, test de la t de Studemt)diéstencia no se
observé en condiciones de ayuno. Ademads, los niveles de expresion de este gen
disminuyeron en los grupos en condicibn de ayuno, tanto en controles como en
cafeteria, sin embargo el porcentaje de esta reduccion fue mas pronunciadnupa el g
control. Respecto al Insr, sélo los animales control, mostraron un incremento en los
niveles de expresiéon de ARNm de este gen en condicién de ayuno en comparacioén con
la condicién de alimentaciéed libitum (p<0,05, test de la t de Student), por l& dos
animales del grupo cafeteria en condiciones de ayuno, tuvieron menores niveles de
expresion de este gen respecto al grupo control (p<0,05, test de la t de Student).

Por otra parte, los animales alimentados con dieta de cafeteria presentaron una meno
expresion de Pnpla2 y una mayor expresion dékCgtie los controles (p<0,05, efecto
dieta, ANOVA de dos factores).

Finalmente, como se refleja en los niveles de leptina circulante y en relaciéon con la
mayor cantidad de grasa corporal, los animales atmdes con dieta de cafeteria
presentaron una mayor expresion de leptina en el TAB que el grupo control (p<0,05,
efecto dieta, ANOVA de dos factores); tanto el grupo control como cafeteria
disminuyeron la expresion de leptina en condiciones de ayuno H<ddgrto ayuno,
ANOVA de dos factores).

53



Heriberto Catro Garcia, Tesis Doctoral

54



