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Resumen

Programacion metabodlica asociada al exceso de grasa corporal.
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
incremento en la tasa de mortalidad en edad adulta. Esto es mas alarmante si tenemos en
cuenta que la prevalencia de obesidad y sobrepeso en la infancia ha aumentado
drasticamente en los Gltimos afios. Ademas, 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. Asimismo, 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. 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 existe un 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 gque esto puede producir efectos negativos
en la descendencia. En esta tesis doctoral, el objetivo ha sido estudiar la programacion
metabolica asociada al exceso de grasa corporal tanto en etapas perinatales como en
etapas tempranas. Por una parte, analizamos en ratas los efectos a corto plazo de la
ingesta de una dieta obesogénica durante etapas tempranas. Por otro lado, quisimos
determinar qué efecto produjo en la descendencia el que las madres hubieran pasado por
un periodo de dieta de cafeteria y obesidad aunque esté seguido de un periodo de
reversion a dieta normal antes de la gestacion.

En la presente tesis hemos estudiado el efecto de la exposicién 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 cafeteria, a pesar de no producir cambios
aparentes en el peso corporal, induce una acumulacién de grasa corporal comparado con
los animales control. Ademas, los animales alimentados con dieta de cafeteria,
presentaron una alta ingesta energética, hiperleptinemia y una alterada expresién de Npy
en hipotalamo, que refleja una disfuncion en el control de la ingesta, asi como una
alteracion en la respuesta metabodlica a las condiciones de ayuno y alimentacién, en
tejidos claves implicados en la homeostasis energética (tejido adiposo blanco
retroperitoneal y el higado).

Es conocido que la obesidad materna durante el embarazo y la lactancia predisponen a
la obesidad y otros trastornos metabdlicos en la descendencia en la edad adulta. En la
presente tesis nos hemos planteado 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 gestacion. Se ha utilizado
principalmente la dieta de cafeteria 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
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los hébitos alimentarios y costumbres poco saludables observados en humanos. Esta
dieta de cafeteria se administro a ratas hembras desde el dia 10 al dia 100 de edad. Al
final del periodo de ingesta de dieta de cafeteria las ratas presentaron mayor peso y
grasa corporal que las controles. Un mes antes de la gestacion se elimind 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, aungque
permanecieron aumentados en el momento del apareamiento con 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
embargo, las madres postcafeteria presentaron durante la lactancia 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 madres postcafeteria no presentaron alteraciones en los
parametros bioquimicos analizados. Ademas, estudiamos la respuesta metabdlica a los
cambios en las condiciones de alimentacion/ayuno en crias de madres postcafeteria a
edades tempranas (26 dias de edad). 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 comparada con la de las
crias de madres control. Las crias hembra de madres postcafeteria presentaron una
menor expresion hepatica de genes implicados en la lipogénesis comparada con la de las
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 en el metabolismo lipidico de sus crias.

Mas 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 expuestas a una dieta obesogénica, comparado
con las crias de madres control. Tras 2 meses de exposicién a western diet las crias
macho de madres postcafeteria mostraron en el tejido adiposo blanco retroperitoneal,
una disminucion en la expresion de genes lipogenicos (Ppara, Srebfl, Fas), Pnpla2,
Cptlb, Insr, 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 en estos animales y una menor
activacion de la expresion de genes asociados a la lipogénesis hepatica (Srebfl, Fas,
Scdl) que puede explicar la menor acumulacion de lipidos hepaticos observados en
estos animales comparada con la de las crias de madres control. Por tanto, existe un
fendmeno de programacion metabolica, especialmente en la descendencia masculina,
que podria ser atribuido a la eliminacion de la dieta obesogénica a ratas con obesidad
dietética un mes antes del embarazo, que ha generado un efecto protector en las crias en
edad adulta frente a la ganancia de peso, acumulacion de grasa, hiperfagia y
acumulacién hepética de lipidos aln después de la exposicion a un ambiente
obesogénico. Si lo pudiéramos trasladar a personas obesas que planifican quedar
embarazadas, cabria recomendar una dieta equilibrada y la pérdida de al menos una
parte del peso corporal durante unos meses antes de la gestacion con el fin de que la
descendencia goce de una programacion metabolica saludable.
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Resum

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

directes de la dieta en rates joves.
Universitat

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

RESUM

El sobrepes i l'obesitat durant la infancia i l'adolescencia s’han associat amb un
increment en la taxa de mortalitat en edat adulta. Aix0 és més alarmant si tenim en
compte que la prevalenca d'obesitat i sobrepés a la infancia ha augmentat drasticament
en els Gltims anys. A més, I'obesitat a la 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
I'obesitat en dones en edat fertil, el que pot suposar, no només determinades
complicacions durant I'embaras sind també trastorns en la salut de la descendéncia, tant
a curt com a llarg termini. Existeix una gran quantitat de recomanacions nutricionals per
disminuir la incidencia de riscos durant I'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 calorica durant la gestacio, ja que se sap que aix0 pot
produir efectes negatius a la descendéncia. En aquesta tesi doctoral, I'objectiu ha estat
estudiar la programacio metabolica associada a I'excés de greix corporal tant en etapes
perinatals com en etapes primerenques. En primer lloc, analitzem en rates els efectes a
curt termini de la ingesta d'una dieta obesogénica durant etapes primerenques. D'altra
banda, vam voler determinar quin efecte produeix a la descendéncia el que les mares
haguessin passat per un periode de dieta de cafeteria i obesitat encara que aquest hagi
estat seguit d'un periode de reversi6 a dieta normal abans de la gestacio.

En aquesta tesi hem estudiat I'efecte de I'exposicié a un curt periode d'una dieta
obesogénica (dieta de cafeteria) en rates joves mascle. Hem observat que aquest periode
curt d'ingesta de dieta de cafeteria, malgrat no produir canvis aparents en el pes
corporal, indueix una gran acumulacié de greix corporal comparat amb els animals
control. A més, els animals alimentats amb dieta de cafeteria, van presentar una alta
ingesta energetica, hiperleptinemia i una alterada expressio de Npy a hipotalem,
reflectint una disfuncio en el control de la ingesta, aixi com una alteracié en la resposta
metabolica a les condicions de dejuni i alimentacid, en teixits claus implicats en
I'nomeostasi energética (teixit adipds blanc retroperitoneal i el fetge).

Es conegut que I'obesitat materna durant I'embaras i la lactancia predisposen a I'obesitat
i altres trastorns metabolics a la descendéncia en I'edat adulta. En aquesta tesi ens hem
plantejat estudiar si els efectes perjudicials esperats en la descendéncia associat a
I'obesitat dietética materna poden ser revertits amb I'eliminacié de la dieta obesogénica
de les mares abans de la gestacio. S'ha utilitzat principalment la dieta de cafeteria com a
dieta per engreixar, ja que en rates indueix una hiperfagia persistent i l'augment de la
ingesta d'energia com a resultat de la varietat, palatabilitat i la novetat dels aliments
disponibles, de manera similar als habits alimentaris i costums poc saludables observats
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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, substituint-la per una dieta estandard (model
postcafeteria). En eliminar la dieta de cafeteria es va produir una disminuci6 del pes i
del greix corporal, encara que van romandre augmentats al moment de 1’aparellament
amb un 8% i 13% de diferencia respectivament en comparacié al grup control. Durant el
periode 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 serum i llet. A partir de la setmana 9 de vida, les cries de mares
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
bioquimics analitzats. A mes, estudiarem la resposta metabolica als canvis en les
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 expressié de gens lipogenics (Pparg, Srebfl i Fasn) i lipolitics (Pnpla2) en el
teixit adip0s retroperitoneal comparada amb la de les cries de mares control. Les cries
femella de mares postcafeteria van presentar una menor expressié hepatica de gens
implicats en la lipogénesis comparada amb la de les femelles control, encara que la
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 dietética, encara que sense arribar a produir-
se una reversio completa de I'excés de pes corporal, aparentment es poden prevenir els
efectes perjudicials de I'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 de pes i un menor
percentatge de greix corporal quan sén exposades a una dieta obesogénica, comparat
amb les cries de mares control. Després de 2 mesos d'exposicié a una western diet les
cries mascle de mares postcafeteria van mostrar en el teixit adipds blanc retroperitoneal,
una disminuci6 en I'expressié de gens lipogenics (Ppara, Srebfl, Fas), Pnpla2, Cptlb,
InR, Lep i Mest, que no es va observar a les cries de mares control. A més, també van
presentar una menor expressio hipotalamica del neuropéptid orexigénic Npy, que pot
explicar la menor ingesta observada en aquests animals, aixi com una menor activacio
de l'expressio de gens associats a la lipogenesis hepatica (Srebfl, Fas, Scdl) que pot
explicar la menor acumulacié de lipids hepatics observats en aquests animals comparat
amb la de les cries de mares control. Per tant, existeix un fenomen de programacio
metabolica, especialment en la descendencia masculina, que podria ser atribuit a
I'eliminaci6 de la dieta obesogénica a rates amb obesitat dietética un mes abans de
I'embaras, que ha generat un efecte protector en les cries en edat adulta enfront del
guany de pes, acumulaci6 de greix, hiperfagia i acumulacio hepatica de lipids encara
després de I'exposicid a un ambient obesogeénic. Si aixo es pogués traslladar a 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 gestacio
amb la finalitat de que la descendencia gaudeixi d'una programacio metabolica
saludable.
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ABSTRACT

Overweight and obesity in childhood and adolescence have been associated with
increased mortality rate in adulthood. This is more alarming if consider that the
prevalence of obesity and overweight in children has risen dramatically in recent years.
Moreover, obesity in childhood is not a benign disorder, despite the popular belief that
overweight children leave this problem when they grow. In addition, it has also
increased the incidence of obesity in women of childbearing age, which can lead not
only to certain complications during pregnancy but also health disorders in their
offspring, both in 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 there is no unanimous consensus on the
recommendation on how and when lose the excess of weight before pregnancy. In any
cases, it is desirable to avoid calorie restriction during pregnancy because it is known
that this can produce negative effects on the offspring. In this doctoral thesis, the
objective has been to study the metabolic programming associated with excess body fat
in perinatal stages. On the one hand, we analyzed in rats the short term effects of the
intake of an obesogenic diet at early stages. On the other hand, we wanted to determine
the effects on the offspring of dams that has been exposed to cafeteria diet and obesity,
although this followed a period of reversion to normal diet before pregnancy.

In this thesis we studied the effect of the exposure to a short period of an obesogenic
diet (cafeteria diet) in young male rats. We have observed that this short cafeteria diet
feeding, despite did not produce any apparent changes in body weight, induced an
accumulation of body fat, compared to control animals. In addition, the animals fed with
cafeteria diet had greater energy intake, hyperletinemia and altered expression of Npy in
hypothalamus, reflecting a dysfunction in the control of food intake; they also showed
an impaired metabolic response to fasting and feeding conditions in key tissues involved
in energy homeostasis (white adipose tissue retroperitoneal and liver).

It is known that maternal obesity during pregnancy and lactation predispose to obesity
and other metabolic disorders in offspring in adulthood. In this thesis we aimed to study
whether the adverse effects 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 has been mainly used as fattening diet, because induces in
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 from day 10 to
day 100 of age. At the end of the period of cafeteria diet intake, the rats had higher body
weight and body fat content than the controls. One month before pregnancy, the
cafeteria diet was replaced with a standard diet (postcafeteria model). When cafeteria
diet was removed, rats presented a decrease in body weight and body fat content,
although remained an 8% and 13% respectively higher at mating compared with the
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control group. During lactation, no differences were found in body weight between
groups; however, postcafeteria dams had higher body fat content and higher serum and
milk leptin levels during lactation. From week 9 of life, the offspring of postcafeteria
dams had lower body weight than controls. At 15 weeks of age the offspring of
postcafeteria dams did not presented alterations in any of biochemical parameters
analyzed. In addition, we study the metabolic response to changes in feeding/fasting
conditions in postcafeteria young pups at early age (26-day-old). We observed that male
offspring of postcafeteria dams had a lower expression of lipogenic (Pparg, Srebfl and
Fasn) and lipolytic genes (Pnpla2) in the retroperitoneal adipose tissue compared to the
offspring of control dams. Female offspring of postcafeteria 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 mothers with a dietary induced 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 age, the offspring of the postcafeteria dams both males and females,
presented a lower food intake, lower weight gain and lower percentage of body fat when
exposed to an obesogenic diet, compared to the offspring of control dams. After 2
months of exposure to western diet, male offspring of postcafeteria 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 also had a lower hypothalamic
expression of the orexigenic neuropeptide Npy, which may explain the lower intake
observed in these animals and lover activation of gene expression associated with
hepatic lipogenesis (Srebfl, Fasn, Scdl) that can explain the lower hepatic lipid
accumulation observed in these animals compared to the offspring of control dams.
Therefore, there is a phenomenon of metabolic programming, especially in male
offspring, which could be attributed to the elimination one month before pregnancy of
obesogenic diet to dietary induced obesity rats, which has 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 apply this to obese people who plan to become pregnant, it would be important to
recommend a balanced diet and the loss of at least part of the excess of body weight few
months before pregnancy in order to assure that the offspring can have a healthy
metabolic programming.
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interpretacion y representacion grafica de los resultados, incluyendo el analisis
estadistico, asi como participacion en la escritura del primer borrador del manuscrito.
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1. Introduccién General

1. Introduccién General
1.1. La obesidad y el sindrome metabolico

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso y la obesidad se
definen como una acumulacion 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, segin datos recientes recogidos por la OMS, desde
1980 los casos de obesidad se han doblado en todo el mundo (OMS 2015). En 2014,
mas de 1900 millones de adultos presentaron sobrepeso, de los que mas de 600 millones
fueron obesos; es decir, el 34% de la poblacion mayor de 18 afios tiene sobrepeso Y el
13% obesidad (OMS 2015).

Paralelamente al incremento de sobrepeso y obesidad, existe también un aumento de las
enfermedades asociadas a la obesidad, implicadas en el desarrollo del sindrome
metabolico. El sindrome metabolico incluye una serie de alteraciones fisiol6gicas como:
resistencia a la insulina y alteracion de la tolerancia a la glucosa, dislipidemias e
hipertension (Cai and Liu 2012). Su diagnostico también se puede dar cuando existen
niveles elevados de triglicéridos y colesterol, bajos niveles de lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y valores altos de glucosa en situacion de ayuno en plasma (Wilson,
D'Agostino et al. 2005). A nivel clinico, el sindrome metabdlico es una causa de
morbilidad y mortalidad de enfermedades cardiovasculares (Esfahani, Movahedian et al.
2015) . Ademas, esta totalmente vinculado a la resistencia a la insulina, tendiendo un
impacto negativo a nivel mundial sobre la incidencia de diabetes mellitus tipo 2(Luna-
Luna, Medina-Urrutia 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. 2015). El sindrome metabolico puede deberse a
factores genéticos en combinacion con factores ambientales, como la ingesta excesiva
de calorias y niveles reducidos de actividad fisica (Luna-Luna, Medina-Urrutia et al.
2015).

De acuerdo con la definicion de sindrome metabdlico, el impacto que éste genera 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 investigaciones han centrado sus
objetivos sobre la inflamacion en el desarrollo de la enfermedad cardiovascular y el
papel que la inflamacién puede tener en el desarrollo del sindrome metabolico (De la
Torre 2004; Esfahani, Movahedian et al. 2015). Aplicando los criterios establecidos por
la OMS para el diagnostico del sindrome metabolico, se ha determinado que la
prevalencia de este sindrome es de un 17% en la poblacion europea y un 19,3% en la
poblacion espariola (De la Torre 2004).

Una de las mayores causas del sindrome metabdlico es la obesidad (Vincent 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 dietética (Feldeisen
and Tucker 2007) asi como la promocion de una actividad fisica moderada. De hecho,
en el control de la obesidad es importante la prevencion, incluso es importante iniciar
con la prevencion de la obesidad en etapas tempranas ya que la obesidad ha
incrementado en nifios en edad escolar (Whitaker 2004).
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El sobrepeso y la obesidad en la infancia y en la adolescencia se han asociado con un
incremento en la tasa de mortalidad en edad adulta (Krebs, Himes et al. 2007). En
Estados Unidos el nimero de nifios con sobrepeso se triplicé entre 1980 y 2000
(Daniels, Arnett et al. 2005), y segun los Gltimos datos recogidos por la OMS en 2013,
mas de 42 millones de nifios menores de 5 afios tenian sobrepeso (OMS 2015).

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 infancia, mas
probabilidades habrd de que continué con esta alteracion hasta la adolescencia y la
adultez. Los nifios que desarrollan un nivel elevado de adiposidad durante el
crecimiento antes de los cinco afios y medio tienen mayor tendencia a padecer obesidad
que aquellos nifios cuyo desarrollo de adiposidad se presenta después de los siete afios
de edad (Krause, Mahan et al. 2005). La 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 hipertension, diabetes tipo 2, dislipidemias y enfermedades
cardiovasculares (Sabin and Kiess 2015).

Este incremento de los casos de obesidad es, en gran medida, provocado por la falta de
actividad fisica y por un consumo energético descontrolado (Scheers, 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 nutricién en las primeras etapas de
la vida (nutricion fetal y durante la lactancia) en la prevencién de la obesidad en la edad
adulta (Martorell, Stein et al. 2001; Pico, Palou et al. 2012). Tanto el exceso como la
deficiencia de nutrientes durante etapas tempranas como la gestacion y la lactancia
pueden desencadenar una serie de alteraciones epigenéticas que se pueden manifestar a
lo largo del desarrollo del individuo (Jimenez-Chillaron, Diaz et al. 2012; Yu, Han et al.
2013). En este sentido, cada vez estd mas claro que la nutricibn materna durante la
gestacion y/o la lactancia, asi como la nutricion en edades tempranas, puede tener
consecuencias a largo plazo en la salud metabdlica (Barker 1990; Pico, Palou et al.
2012). La hipotesis de sobrenutricion fetal sugiere que el aumento de adiposidad
durante la etapa gestacional puede llegar a provocar cambios en el metabolismo
energético y en el control del apetito del sistema enddcrino fetal, y esto predispone un
mayor riesgo de obesidad en etapa adulta (Lawlor, Smith et al. 2007; Sanchez, Priego et
al. 2012; Llopis, Sanchez et al. 2014). Por tanto, la obesidad durante el embarazo es uno
de los focos de atencién, debido a factores de riesgo latentes tanto para la madre como
para el recién nacido.

1.2. La programacion metabdlica

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 atero. El desarrollo intrauterino es dependiente de la nutricion
materna, asi como de procesos hormonales y metabolicos (Desai, Beall et al. 2013). El
concepto de “programacion”, establece que las condiciones presentes durante el periodo
gestacional pueden programar alteraciones en el sistema fisiologico, las cuales también
interfieren en el proceso de desarrollo de tejidos y érganos importantes provocando
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cambios irreversibles en la estructura y funcién corporal (Alfaradhi and Ozanne 2011;
Martin-Gronert and Ozanne 2013).

En este sentido, estudios epidemiologicos en humanos y estudios en animales han
mostrado que la nutricion perinatal afecta a la susceptibilidad a desarrollar
enfermedades crénicas relacionadas con la dieta en la edad adulta, incluyendo la
enfermedad cardiovascular, la diabetes de tipo 2, la obesidad y el cancer (Langley-
Evans 1999). En particular, tanto la desnutricion como la sobrealimentacion durante el
embarazo tienen efectos potencialmente adversos sobre la adiposidad de los hijos en la
edad adulta (Martorell, Stein et al. 2001). De hecho, existen una serie de estudios que
han relacionado la obesidad materna con sintomas predecibles del sindrome metabolico
Aln se desconocen los mecanismos exactos por los cuales la obesidad de la madre
durante el embarazo puede programar alteraciones metabdlicas en las crias. No
obstante, se ha comprobado que una dieta elevada en grasas durante el embarazo
ocasiona un aumento en el nivel de triglicéridos hepaticos y dafio oxidativo en el feto,
provocando incluso, que estas alteraciones se mantengan en las primeras etapas del
desarrollo (McCurdy, Bishop et al. 2009). Otros estudios indican que la calidad de la
dieta en mujeres con sobrepeso u obesidad se relacionada directamente con el
crecimiento fetal y en el riesgo de desarrollar una ganancia de peso acelerada en etapas
tempranas (Symonds, Mendez et al. 2013). Ademas, una sobrealimentacion en etapas
tempranas puede alterar de manera permanente la regulacién de la ingesta de alimentos
e incrementar significativamente la susceptibilidad al desarrollo de obesidad (Martin-
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 ha aumentado considerablemente, en paralelo al
incremento de obesidad en la poblacién general, en paises desarrollados. Este hecho es
de especial preocupacion ya que la obesidad materna es un factor de riesgo importante
que puede afectar el proceso del embarazo y la salud de la madre y del recién nacido,
incluso lo predispone para padecer trastornos metabdlicos en etapas adultas (Matusiak,
Barrett et al. 2014). En cuanto a riesgos para la madre relacionados con la obesidad
durante el embarazo se ha observado una mayor incidencia de diabetes gestacional e
hipertension (Matusiak, Barrett et al. 2014). Ademas, el aumento de peso gestacional se
relaciona positivamente con la retencion del peso después del parto (Krause, Mahan et
al. 2005). Por otro lado, la obesidad materna durante el embarazo se ha relacionado con
complicaciones en el neonato (Figura 1.1). Por ejemplo, la obesidad durante el
embarazo puede resultar en partos prematuros y una mayor mortalidad en etapas
tempranas fetales o tardias cuando se trata de una madre primeriza. A parte de las
complicaciones asociadas con la obesidad materna durante la etapa fetal o en el
momento del nacimiento, existen otras complicaciones relacionadas con factores de
riesgo para el desarrollo de enfermedades en la edad adulta. Ademas de la obesidad
materna, la ingesta de una dieta rica en grasa durante la gestacion per se, sin que exista
obesidad materna también contribuye a un incremento de la incidencia de obesidad en la
descendencia (White, Purpera et al. 2009). Ademas 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 ingiere (Llopis, Sanchez et al. 2014).

No se conocen en profundidad los mecanismos por los cuales la obesidad materna
durante la gestacion produce estos efectos negativos. Pero se cree que alteraciones en
vias metabdlicas relacionadas con el control del apetito y mecanismos periféricos que
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regulan la sensibilidad a la insulina, podrian ser los responsable. A nivel mas molecular,
tanto los procesos que aumentan el estrés oxidativo, la inflamacion y determinadas
modificaciones epigenéticas podrian contribuir en la transmision de enfermedades
metabolicas de la madre al hijo (Rkhzay-Jaf, O'Dowd et al. 2012).

En la actualidad existen un gran nimero de recomendaciones nutricionales para el
embarazo, entre las que se incluyen una dieta balanceada y equilibrada y rutinas de
gjercicio; sin embargo no se han establecido recomendaciones que incluyan una pérdida
de peso antes de la gestacion lo 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 sobrealimentaciéon materna en la programacion
metabolica de la obesidad y desérdenes asociados en la descendencia. Adaptado de (Alfaradhi
and Ozanne 2011)

1.2.2. Efecto de la obesidad materna durante la lactancia en el desarrollo de
enfermedades en la descendencia

Las complicaciones de la obesidad durante la gestacion no terminan en el momento del
parto, siguen generando complicaciones durante la lactancia. Por ejemplo, se ha descrito
que la obesidad materna un mes después del parto es un factor de riesgo para la
interrupcién temprana de la lactancia materna (Rutishauser and Carlin 1992). De hecho,
las madres con obesidad o sobrepeso interrumpen la lactancia antes que las madres con
peso normal (Hilson, Rasmussen et al. 1997; Donath and Amir 2000; Li, Jewell et al.
2003). Esto puede ser debido a que las madres con sobrepeso u obesidad pueden tener
complicaciones con el inicio de la lactancia al interrumpir la produccion normal de
leche. Ello podria suponer graves consecuencias para la descendencia, ya que tanto la
falta de lactancia materna como la corta duracion de ésta se han asociado con el
desarrollo de obesidad en la descendencia (Lepe, Bacardi Gascon et al. 2011). Se sabe
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que la alimentacién 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
de la 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, como una disminucién de los conductos
de la glandula mamaria y el incremento del tejido adiposo en este tejido durante la
gestacion (Flint, Travers et al. 2005). Ademas, también se producen alteraciones en la
composicion de la leche, como por ejemplo, una menor expresion de la B-caseina y baja
produccion de o-lactoalbumina, lo que puede suponer, para el recién nacido, una
deficiencia nutrimental basica para su desarrollo. Segln estudios en animales el
volumen de leche se ve afectado con una menor produccion después de la exposicién a
una dieta elevada en grasa, y en sus crias la tasa normal de crecimiento se ve alterada
aumentando incluso el riesgo de mortalidad (Rolls and Rowe 1982; Rasmussen,
Wallace et al. 2001).

En rasgos generales, la obesidad maternal o la ingesta de dietas ricas en grasas durante
la gestacion y también en la lactancia tienen efectos negativos en la salud de la
descendencia. La crias de madres alimentadas con dieta de cafeteria durante la lactancia
presentan una mayor adiposidad y peso corporal que las controles (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 humanos (Armitage, Taylor et al. 2005). Estos animales presentan un
aumento de la presion arterial (Khan, Taylor et al. 2003), una alterada homeostasis de la
glucosa y de lipidos en suero (Guo and Jen 1995; Taylor, McConnell et al. 2005).
También se ha visto que estos animales son méas propensos al desarrollo de esteatosis
hepética (Bruce, Cagampang et al. 2009; Gregorio, Souza-Mello et al. 2010).

Cabe destacar que estos efectos negativos, dependen no de la cantidad de grasa total per
se sino del tipo de grasa. La sobreingesta materna de mantequilla, comparado con la
sobreingesta de aceite de oliva o margarina, produce efectos mas deletereos en la
descendencia (Sanchez, Priego et al. 2012; Llopis, Sanchez et al. 2014). Se ha
observado que las crias de madres que recibieron una suplementacion del 30% en forma
de mantequilla eran mas propensan a desarrollar esteatosis hepatica que las crias de
madres suplementadas con la misma candida de aceite de oliva o margarina (Llopis,
Sanchez et al. 2014).

Por tanto, una exposicion temprana a un exceso de grasa saturada puede tener efectos
negativos tardios en la salud metabdlica de la descendencia, especialmente si esta
exposicion se produce durante la vida fetal y la infancia, ya que son periodos de gran
vulnerabilidad a factores externos.

1.2.3. Efecto restriccion caldrica antes del embarazo en la progenie

Como se ha comentado, actualmente la obesidad materna es un foco de atencion por su
implicacion 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 tener un indice de masa corporal
(IMC) en rangos normales antes del embarazo. Se ha sugerido que el perder peso antes
del embarazo previene las complicaciones asociadas a la obesidad materna durante la
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gestacion (Glazer, Hendrickson et al. 2004; Getahun, Ananth et al. 2007; Ehrlich,
Hedderson et al. 2011). Una peérdida de peso (4,5 Kg) antes del embarazo se asocia con
un menor riesgo de diabetes gestacional (Glazer, Hendrickson et al. 2004). Incluso se ha
observado que los hijos de mujeres que se han sometido a cirugia bariatrica para la
pérdida de peso, presentan una mayor sensibilidad a la insulina y mejor perfil lipidico
comparado con sus hermanos que nacieron antes de dicha cirugia (Kral, Biron et al.
2006; Smith, Cianflone et al. 2009). No obstante, la vigilancia metabodlica de nifios que
han nacido después de una pérdida de peso materno antes del embarazo es aun escasa.

Por otra parte, también es importante tomar en cuenta algunos posibles riesgos
asociados con la pérdida de peso antes del embarazo, ya que es importante considerar el
nivel en que puede afectar una restriccion energética antes de la gestacion (Matusiak,
Barrett et al. 2014). Si bien parece que existen indicios de que una pérdida de peso en
mujeres obesas antes de la concepcién puede suponer beneficios tanto para la salud
materna como para la de la descendencia, no existe un consenso en las estrategias que
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 consecuencias en la salud metabolica de la descendencia (Figura 1.2), una
restriccion calorica durante las etapas iniciales de la gestacion también produce
adaptaciones metabolicas que predisponen a la descendencia a un mayor desarrollo de
obesidad (Garcia, Palou et al. 2010; Palou, Priego et al. 2010; Garcia, Palou et al. 2011;
Konieczna, Garcia et al. 2013). Los estudios de la hambruna holandesa, son un ejemplo
que apoya la tesis de que una desnutricion en edades tempranas de la vida produce un
aumento de la obesidad en edad adulta (revisado en (Barker 1990; Martorell, Stein et al.
2001; Pico, Palou et al. 2012)). Durante los ultimos 6 meses de la 22 Guerra mundial el
hambre asolo la parte occidental de Holanda, de forma que la ingesta de las mujeres
embarazadas de esta zona se redujo de 1400 kcal a 800 Kcal por dia. Cuando los hijos
de estas mujeres se alistaron al ejército, a los 19 afios, 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 numerosos estudios en animales que muestran que
una restriccion caldrica durante la gestacion predispone a la descendencia a obesidad y
complicaciones asociadas (revisado en (Pico, Palou et al. 2012))

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 nutricion en etapas tempranas y su relacion con la predisposicion al desarrollo de
obesidad en la edad adulta. Adaptado de (Martorell, Stein et al. 2001)
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Por tanto, son necesarios mas estudios para determinar los efectos beneficiosos de la
pérdida de peso materno antes de la gestacion, evitando los riesgos asociados tanto a la
obesidad materna como a la restriccion caldrica durante la gestacion (Zhang,
Rattanatray et al. 2011; Matusiak, Barrett et al. 2014).

1.3. Componentes bioactivos de la leche materna

Existen numerosas investigaciones basadas en los beneficios de la leche materna. La
desnutricion ocasiona el 60% de los 10,9 millones de muertes que ocurren cada afio en
nifilos menores de 5 afios. 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
que logran sobrevivir a estas deficiencias nutricionales a menudo padecen enfermedades
y complicaciones para un buen desarrollo. La lactancia materna es una etapa clave en
los primero dias de vida. No obstante las cifras de alimentacion con leche materna
siguen siendo bajas aun después de toda la evidencia cientifica existentes que demuestra
un menor riesgo de mortalidad y desnutricion (Jones, Steketee et al. 2003; Debes, Kohli
et al. 2013). Como recomendacion general, los recién nacidos deben ser alimentados
exclusivamente de leche materna durante los primeros 6 meses de vida para alcanzar un
Optimo crecimiento y desarrollo (OMS 2003). A partir de los seis meses la lactancia
materna deberia continuar, combinada con otros alimentos de buena calidad nutritiva y
en cantidades suficientes, como minimo hasta los dos afios de vida (Hornell, Lagstrom
etal. 2013).

Los nutrientes en la leche humana tienen mdaltiples funciones, como proporcionar
aminoéacidos en cantidades suficientes para asegurar un buen funcionamiento del tejido
muscular y facilitar un 6ptimo desarrollo de funciones fisiol6gicas importantes. Ademas
de los nutrientes, la leche materna contiene una gran variedad de elementos entre los
que se encuentran citoquinas, péptidos reguladores, enzimas, inmunoglobulinas,
proteinas y esteroides para mantener las necesidades metabdlicas de los recién nacidos.
La lactancia materna tiene beneficios preventivos contra alteraciones metabdlicas y
enfermedades cronicas, ademas es considerado como alimento funcional debido a los
maltiples beneficios en la nutricion (Hawkes, Bryan et al. 2004; Savino, Liguori et al.
2010). La leche materna proporciona menor cantidad de proteinas que la leche de
férmula (Arenz, Ruckerl et al. 2004). La alimentacion con leche materna, frente a las
leches de férmula, proporciona una gran cantidad de ventajas como la mejora de
funciones cognitivas, la disminucién de la incidencia de enfermedades autoinmunes y la
proteccidon frente a estados de sobrepeso u obesidad en etapas adultas (Agostoni 2005)

Hasta hace poco se desconocian qué compuestos bioactivos son los responsables de esta
accion protectora de la leche materna en la futura prevencion de desarrollo de
alteraciones metabolicas en la edad adulta. Se han identificado en la leche un nimero
considerable de hormonas que intervienen en la regulacion de la homeostasis energética
entre las que se incluyen: leptina, adiponectina e insulina (Savino 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 secretados en su forma
activa. La leptina, insulina y la adiponectina son ejemplos de estas sustancias bioactivas
que tienen una funcion importante en la regulacion de la ingesta energética y la
composicion corporal. Ademas de tener un efecto directo sobre el control del apetito y
la ganancia de peso en el recién nacido, éstos péptidos también favorecen la maduracion
intestinal y el desarrollo de circuitos neuronales en el sistema nervioso central que
controlan el metabolismo. En este sentido, las hormonas presentes en la leche materna
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pueden influir metabdlicamente durante los primeros afios de vida de los hijos
(Agostoni 2005). Por lo tanto el papel protector de la leche materna se puede atribuir no
solo a su composicion nutricional sino a la funcion de diferentes adipoquinas presentes
(Karatas, Durmus Aydogdu et al. 2011). En particular, el descubrimiento de la nueva
funcién de la leptina en la leche materna por nuestro laboratorio ha abierto una nueva
puerta en este campo del conocimiento (Miralles, 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 suplementacion 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. 2008) y sobre las caracteristicas
metabolicas propias del sindrome metabdlico: los animales suplementados con leptina
oral durante 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 grasas (Sanchez, Priego
et al. 2008).

La leptina es una hormona no glicosilada de 16 kDa que pertenece a la clase 1 de una
familia de citoquinas (Abella, Scotece et al. 2014). Ejerce su accion bioldgica a través
de la activacion de su receptor Ob-Rb. En principio, su principal funcion es el de
mantener la homeostasis energética en el organismo. La leptina actia a nivel
hipotaldmico como sefializadora del estatus nutricional, por lo que se la considera una
importante sefial reguladora del peso corporal y del balance energético (Ahima 2006).
Se ha descrito que reduce la ingesta de alimentos y aumenta el gasto energético al actuar
especificamente sobre el ndcleo hipotaldmico activando factores anorexigénicos y
suprimiendo la accion de neuropéptidos orexigénicos (Ahima, Prabakaran et al. 1996).
Ademas, disminuye la cantidad de energia almacenada e incrementa su movilizacion a
nivel periférico ayudando en el mantenimiento del balance energético (Brunton and
Russell 2008). De hecho, la supresion del gen de leptina o de su receptor provoca un
apetito postprandial constante que genera un consumo excesivo de alimentos y por lo
tanto un desequilibrio en el balance energético (Bochukova, Huang et al. 2010).

La leptina, esta principalmente producida por los adipocitos y sus niveles circulantes
estan positivamente correlacionados con el tamafio de las reservas grasas y el indice de
masa corporal (IMC) (Maffei, Halaas et al. 1995; Ostlund, Yang et al. 1996). Ademas,
su sintesis también esta regulada por mediadores inflamatorios (Gualillo, Eiras et al.
2000). Tanto en ratones como en humanos, se observa un descenso de la leptinemia tras
la pérdida de peso corporal (Maffei, 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. 2011), aunque hay niveles elevados, existe una pérdida en la
capacidad de sefializacién para la saciedad lo que puede ocurrir como resultado de una
resistencia a la leptina (Brabant, Nave et al. 2002). Si bien el tejido adiposo es la
principal fuente de leptina circulante, también el estbmago produce y libera leptina,
tanto al lumen gastrico como a la circulacion, en cantidades sustanciales y regulables
por la ingesta, lo que plantea un aspecto novedoso en la funcion de la leptina como
mediador en la respuesta saciante a corto plazo (Cinti, de Matteis et al. 2001; Oliver,
Pico et al. 2002; Pico, Oliver et al. 2003; Sanchez, Oliver et al. 2004).

Leptina en leche

La leptina esta también presente en la leche materna (Casabiell, Pineiro et al. 1997;
Houseknecht, McGuire et al. 1997) y es absorbida por el estbmago imaduro de ratas
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neonatas y trasferida a la circulaciéon (Casabiell, Pineiro et al. 1997; Oliver, Pico et al.
2002; Sanchez, Oliver et al. 2005). De hecho, se han identificado receptores de leptina
en el epitelio gastrico y en células de absorcion del intestino (Barrenetxe, Villaro et al.
2002), lo cual sugiere que la leptina puede pasar desde la leche materna a la circulacion
sanguinea del lactante y ejercer su funcion de regulacion de la ingesta a corto plazo en
el neonato. En animales se ha observado que los niveles de absorcion estomacal de
leptina son elevados, particularmente durante la primera mitad de la lactancia cuando la
produccién propia de leptina en el estomago aun se encuentra baja (Oliver, Pico et al.
2002). En la segunda mitad del periodo de lactancia, coincidiendo en ratas con el inicio
de la alimentacion con dieta solida, dicha absorcion exdgena de leptina va
disminuyendo (Oliver, Pico et al. 2002). En ratas lactantes, la suplementacion con
leptina, ya sea directamente en la leche o disuelta simplemente en agua, puede ser
absorbida por el estbmago aun en fase de maduracion y (Casabiell, Pineiro et al. 1997;
Oliver, Pico et al. 2002; Sanchez, Oliver et al. 2005) ser transferida directamente a la
sangre (Casabiell, Pineiro et al. 1997; Sanchez, Oliver et al. 2005). La leptina
suplementada por via oral en ratas también regula la ingesta energética, inhibiendo el
consumo de alimentos (Sanchez, Oliver et al. 2005) .

La produccion 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 del parto y finalmente la leche madura que es
producida 15 dias después del parto (Sala-Vila, Castellote et al. 2005). Se ha visto que
la concentraciéon de leptina en la leche materna es mas alta en la fase de calostro
(Bonnet, Delavaud et al. 2002), después inicia una reduccién durante los primeros 180
dias. Los niveles de leptina en leche humana son variables entre la poblacion, existe una
correlacion positiva entre las concentraciones del leptina en leche y las concentraciones
en plasma y la adiposidad (Houseknecht, 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. 2003), y sabiendo que en
comparacion con la leche de formula, la leche materna ejerce un efecto protector frente
a la obesidad en etapas adultas (Armstrong, Reilly et al. 2002), podria sugerir un papel
de la leptina como un componente de la leche materna y la prevencion del sobrepeso u
obesidad en etapas tardias. Existen también evidencias en humanos del papel de la
leptina, como un componente de la leche materna en la futura prevencion del desarrollo
de obesidad en la edad adulta. 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 vida (Doneray, Orbak et al. 2009) y con el incremento de peso corporal
hasta los 6 meses (Schuster, Hechler et al. 2011) e incluso con la ganancia de peso
corporal hasta los 2 afios de edad (Miralles, Sanchez et al. 2006).

Por tanto, resulta interesante identificar a aquellos factores, por ejemplo factores
nutricionales maternos, que puedan afecten 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 adiponectina es una proteina, también conocida como Acrp30 (adipocyte
complement-related protein de 30 kDa), secretada por los adipocitos (Scherer, Williams
et al. 1995), cuya expresion incrementa durante la diferenciacion de preadipocito a
adipocito maduro (Beltowski 2003) y su secrecion es estimulada por la insulina (Meier
and Gressner 2004).
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Su sintesis estd regulada por PPARy (receptor activado por proliferadores
peroxisomales gamma, peroxisomal proliferator-activated receptor-y), un receptor
nuclear cuya expresion en higado y mdsculo es importante para la regulacion de la
resistencia a la insulina en obesidad (Maeda, Takahashi et al. 2001). La adiponectina
tiene dos receptores: Adipo-R1 cuya expresion es abundante en musculo esquelético
mientras que Adipo-R2 es abundante en higado. Al interrumpir la actividad de los dos
receptores se produce una reduccién en la expresion de PPARYy, en la oxidacion de
acidos grasos y la captacion de glucosa (Yamauchi, Kamon et al. 2003).

Entre sus funciones esta la de regular los niveles de glucosa y la degradacion de acidos
grasos (Maeda, Okubo et al. 1996). Participa también en la regulacién de la homeostasis
energética estimulando la ingesta de alimentos y reduciendo el gasto de energia
(Schondorf, Maiworm et al. 2005; Kubota, Yano et al. 2007).

Es la més abundante de las adipoquinas con una concentracion en suero de 5-30 pg/mL
(Min, Lemon et al. 2012). Se encuentra en bajas concentraciones en individuos con
obesidad (Gavrila, Chan et al. 2003; Hoffstedt, Arvidsson et al. 2004) y en individuos
con resistencia a la insulina (Hu, Liang et al. 1996; Hotta, Funahashi et al. 2000; Weyer,
Funahashi et al. 2001). Los niveles de adiponectina aumentan con la mejora de la
sensibilidad a la insulina y con la pérdida de peso (Yang, Lee et al. 2001; Hulver, Zheng
et al. 2002; Milan, Granzotto et al. 2002).

Adiponectina en leche

En el 2006 se describio por primera vez la presencia de adiponectina inmunoreactiva en
leche humana (Bronsky, Karpisek et al. 2006; Martin, Woo et al. 2006). La presencia de
adiponectina en leche materna, la expresion de Adipo-R1 en intestino de ratones
lactantes (Zhou, Sun et al. 2005) y la expresion de Adipo-R1 y Adipo-R2 en el epitelio
de colon humano (Yoneda, Tomimoto et al. 2008), sugiere que esta adipoquina podria
participar en la regulacién del crecimiento y desarrollo del neonato (Savino and Liguori
2008).

La concentracién media de adiponectina en leche es de aproximadamente 19 ng/mL
(rango 4,2 a 87,9 ng/mL) lo que representa 40 veces mas que las cantidades descritas
para leptina (Bronsky, Karpisek et al. 2006; Martin, Woo et al. 2006). En humanos, la
concentracion de adiponectina en leche disminuye durante la lactancia (Martin, Woo et
al. 2006; Weyermann, Brenner et al. 2007), aunque parecen existir resultados opuestos,
indicando que los niveles de adiponectina en leche aumentan a medida que avanza el
periodo de lactancia, y que, ademas, estos niveles se ven afectados por el estado
hormonal e inflamatorio de la madre (Ozarda, 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. 2011). Estudios en humanos
indican que niveles elevados de adiponectina en leche se asocian en nifios con un mayor
peso corporal, incremento de peso o adiposidad, sugiriendo que puede ser un factor de
riesgo para el sobrepeso en la infancia (Weyermann, Brenner et al. 2007; Cesur,
Ozguner et al. 2012; Woo, Guerrero et al. 2012)

1.3.3. Irisina

La actividad fisica ayuda a mantener un estilo de vida saludable y, cuando se combina
con una dieta balanceada y de buena calidad, facilita la prevencion de diabetes tipo 2 y
enfermedades cardiovasculares. Ademas favorece el incremento en el organismo de
citoguinas que contribuyen a la comunicacidn tisular, factor vital para el mantenimiento
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de la homeostasis energética (Pedersen 2011). En este sentido, el muasculo esquelético se
ha definido como un 6rgano endocrino que libera una cantidad de citoquinas, llamadas
mioquinas que regulan una gran cantidad de funciones fisioldgicas y vias metabdlicas
(Pedersen 2011), como por ejemplo la Irisina.

La irisina es una proteina de 12,587 kDa constituida por 112 aminodcidos, codificada
por el gen FNDC5 (Fibronectin type 111 domain-containing protein 5), identificada en el
2012 cuya expresion esta inducida por PPARy y por PGCla (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma, coactivator 1 alpha) (Bostrom, Wu et al. 2012).

Se ha descrito que el ejercicio activa la secrecidn de lIrisina, incrementando de este
modo el gasto energético y la termogénesis (Bostrom, Wu et al. 2012). Algunos estudios
han demostrado altos niveles de irisina en plasma después del ejercicio (Bostrom, Wu et
al. 2012; Huh, Panagiotou et al. 2012). Algunos factores metabdlicos como la glucosa o
los &cidos grasos podrian intervenir también en su regulacion (Kurdiova, Balaz et al.
2014).

Por otro lado, existen resultados que sugieren que la irisina puede provocar una
reduccidn 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 correlacidén positiva entre los niveles de irisina al
inicio de la intervencién alimentaria y la reduccién de la concentracion de glucosa y de
insulina, asi como del indice HOMA, independientemente de la pérdida de peso (Lopez-
Legarrea, de la Iglesia et al. 2014). Ademaés, niveles més elevados de irisina la inicio de
la intervencién se relacionan con mejores efectos beneficiosos en relacion con la
reduccion en la concentracion de triglicéridos (Lopez-Legarrea, de la Iglesia et al.
2014). Por lo tanto, el efecto de la irisina sobre la concentracion de glucosa se ve
reflejado también en los niveles de triglicéridos. Estos resultados sugeririan que la
irisina podria ser considerado un regulador fisioldégico que disminuye las alteraciones
metabdlicas relacionadas con el sobrepeso y obesidad (Lopez-Legarrea, de la Iglesia et
al. 2014).

La irisina también es producida por los adipocitos, sin embargo en menores cantidades
(Roca-Rivada, Castelao et al. 2013). Algunos estudios han demostrado que la irisina
tiene la capacidad de inducir marronizacion (proceso que consiste en la aparicion de
adipocitos similares a los adipocitos marrones en depésitos del tejido adiposo blanco)
(Bonet, Oliver et al. 2013; Giralt and Villarroya 2013) en los adipocitos blancos de
ratones. El tejido adiposo marrén se encuentra en pequefias cantidades en adultos, si
bien en recién nacidos y nifios mayores las cantidades son méas elevadas (Tanuma,
Tamamoto et al. 1975). Si estos resultados pudieran ser comprobados en tejido humano,
la irisina podria ser considerada como un buen agente terapéutico en la prevencion o
tratamiento de la obesidad (Irving, Still et al. 2014) ya que la estimulacién del tejido
adiposo en humanos se ha propuesto como una posible alternativa en la prevencion de la
obesidad y sus posibles complicaciones metabolicas (Wu, Bostrom et al. 2012).

Irisina en leche

Hasta la fecha, la presencia de irisina en leche materna se ha descrito en humanos en un
solo estudio (Aydin, Kuloglu et al. 2013) y no hay, de momento, estudios de niveles de
irisina en leche de rata. Segun el estudio de Aydin et al, la concentracién de irisina en la
leche (tanto en calostro como en leche transicional y leche madura) es menor en mujeres
lactantes con diabetes mellitus gestacional que en la leche de mujeres lactantes sanas
(Aydin, Kuloglu et al. 2013). Ademas, los niveles de irisina son mayores en el calostro
que en la leche transicional y que en la leche madura (Aydin, Kuloglu et al. 2013).
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1.4. Homeostasis energética y metabolismo lipidico

El balance o el equilibrio energético es una condicion esencial para el mantenimiento de
la vida (Solinas, Boren et al. 2015). La situacién de balance 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 estudiando, sin embargo
las investigaciones han avanzado y descrito que existe un control fisioldgico
involucrado en la regulacion metabolica. Este sistema incluye diferentes sefializaciones
periféricas que se activan en funcion de las reservas energéticas y que en consecuencia
controlan el consumo y gasto de energia (Sandoval, Cota et al. 2008).

El balance de energia positivo (cuando 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 energéticas asi como la pérdida de peso corporal (Leibel,
Rosenbaum et al. 1995). Por lo tanto, la obesidad es el resultado de un mal balance entre
la ingesta y el gasto energético, donde el exceso de energia es almacenada en el tejido
adiposo en forma de triglicéridos.

El metabolismo energético en los seres vivos esta regulado para mantener el equilibrio.
Cambios en la ingesta de alimentos, el ayuno o en los patrones de alimentacion, generan
factores de defensa contra estas situaciones adversas para mantener una homeostasis
energética (Goodman, Larsen et al. 1980; Palou, Remesar et al. 1981).

De forma cuantitativa, la principal forma de almacenamiento de energia en el organismo
son los lipidos en el tejido adiposo. Estas reservas energéticas provienen o bien de los
triglicéridos de la dieta o bien de la sintesis de novo por sustratos no lipidicos (glucosa
principalmente). La lipogénesis de novo tiene lugar, principalmente en el higado y en el
tejido adiposo. Es un proceso que esta regulado por las condiciones nutricionales. El
SREBP1c (factor de transcripcion de union al elemento regulador de esteroles 1, sterol
regulatory element binding protein 1c) es el principal factor implicado en la regulacion
nutricional de la lipogénesis (Gosmain, Dif et al. 2005). SREBP1c es considerado un
importante mediador de la accion de la insulina sobre las enzimas lipogénicas, tales
como la acido graso sintasa (FAS, fatty acid synthase), la acetil-coenzima A carboxilasa
(ACC), estearoil-CoA desaturasa-1 (SCD1), glicerol-3-fosfato-1-aciltransferasa (GPAT)
y la hexoquinasa Il (HKII). 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 carbohidratos es convertido en acidos
grasos para ser almacenados en forma de triglicéridos en el tejido adiposo (Palou,
Priego et 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 hidrolizados (lipolisis), en acidos grasos no esterificados (NEFA), los
cuales son liberados en el plasma para transportarse al higado y generar energia (Seitz,
Muller et al. 1977; Hashimoto, Cook et al. 2000). Los triglicéridos son hidrolizados
principalmente por la accién de la lipasa adiposa de triglicéridos (ATGL, adipose
triglyceride lipase), que esta implicada en el primer paso de la movilizacion de los
triglicéridos y rinde una molécula de NEFA vy un diacilglicerol (DAG) (Young and
Zechner 2013). Los DAG son nuevamente hidrolizados por la lipasa sensible a
hormonas (HSL, hormone-sensitive lipase), liberando una molécula de NEFA y
monoacilglicerol (MAG). Posteriormente el MAG es completamente hidrolizado por la
lipasa de MAG para generar una molécula de glicerol y un NEFA (Young and Zechner
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2013). La lipolisis esta fuertemente regulada por sefiales hormonales y nutricionales, de
forma que se activa en situaciones de demanda energética. Su correcta activacion o
inhibicion es crucial para el mantenimiento de la salud. Una incorrecta inhibicién de la
lipolisis cuando las demandas de &cidos grasos son bajas, puede tener consecuencias
metabdlicas graves, y de hecho se cree que es el mecanismo molecular subyacente en el
desarrollo de la diabetes de tipo 2 en la obesidad (Nielsen, Jessen et al. 2014). La
lipolisis es excepcionalmente sensible a la insulina. La insulina inhibe lipolisis en el
tejido adiposo al inhibir la accion de la HSL (Carmen and Victor 2006). De esta forma
la insulina genera un efecto metabolico antilipolitico, en el cudl se da preferencia a la
oxidacion de los carbohidratos para la produccién de energia en lugar de los acidos
grasos.

1.4.1. Control central de la ingesta

Tanto la ingesta de alimentos como el gasto energético estan regulados principalmente
por el sistema nervioso central (SNC). La adquisicion 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 desarrollado a lo largo del
tiempo para el control de la conducta alimentaria. Las sefiales inductoras de la ingesta
de alimentos son detectadas por mdltiples érganos sensoriales y son transmitidas al
sistema limbico del cerebro. Este sistema procesa informacion acerca de la palatabilidad
de los alimentos, la percepcion de los sabores y el gusto por aquellos alimentos
apetecibles (Berthoud 2011; Berthoud 2012). El valor heddnico y las caracteristicas
organolépticas de los alimentos son propiedades que conducirdn a desarrollar un
conjunto de actividades anticipatorias relacionadas con la ingesta alimenticia. Durante
el periodo de ingesta tanto el olor, el sabor y la textura de los alimentos producen
sefiales que son transmitidas al &rea cognitiva y emocional del cerebro para mantener la
conducta alimentaria en estado activo (Rui 2013).

Otra area del cerebro, el hipotalamo recibe sefiales de saciedad para regular la ingesta y
el gasto energético. Estas sefiales incluyen la informacién necesaria para detectar la
cantidad disponible y almacenada de energia en el organismo. Por lo tanto el hipotalamo
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 nucleo arqueado
(ARC), zona ventromedial (VMH), dorsomedial (DMH), lateral (LH) y paraventricular
(PVH). Estos nucleos estan relacionados con la regulacién homeostatica del apetito, la
ingesta y el peso corporal (Rui 2013).

En la regulacion central de la homeostasis energética juegan un papel muy importante la
leptina y la insulina. Después de la clonacién del gen ob que codifica para la leptina en
diciembre de 1994 (Zhang, Proenca et al. 1994), se describieron una serie de
mecanismos que participan en la regulaciéon de la ingesta, el gasto de energia y las
reservas de grasa. El nacleo ARC del hipotalamo se considera una region importante en
la transduccion de sefiales de adiposidad a través de respuestas neuronales (Schwartz,
Woods et al. 2000). Dos neuropéptidos importantes en la regulacion de la ingesta estan
presentes en el nucleo ARC, el neuropéptido Y (NPY) con efectos orexigénicos y la
proopiomelanocortina (POMC) con funciones anorexigénicas (Elias, Lee et al. 1998).
Los dos neuropéptidos estan regulados por la accién de la leptina e insulina pero de
forma opuesta, es decir cuando los niveles de insulina o de leptina disminuyen se
produce una activacién neuronal del NPY (Sipols, 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. 1998) y se inhibe la funcion de POMC (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
activadas por la leptina, siendo por lo tanto una sefial que une las reservas energéticas
con la actividad de POMC en el hipotalamo. En situaciones donde existe un exceso de
energia, altos niveles de leptina activan las neuronas que expresan POMC vy 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 ARC (Coll 2007).
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La prevalencia de obesidad y sobrepeso en la infancia ha aumentado drasticamente en
los Gltimos 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. 2006). Este aumento de sobrepeso
y obesidad infantil es probablemente debido a cambios en factores ambientales y
sociales. La obesidad se ve favorecida 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 fisica (Kral and Rolls 2004;
McConahy, Smiciklas-Wright et al. 2004; Hebestreit, Bornhorst et al. 2014).

Asi mismo, también ha aumentado la incidencia de la obesidad en mujeres en edad
fertil, 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 obesas (Jacobs, Teixeira et al. 2014). De esta
manera, la exposicion temprana a un exceso de grasa, especialmente durante la vida
fetal y postnatal temprana, periodos especialmente vulnerables a factores externos,
puede tener efectos negativos sobre la salud metabdlica de la descendencia. De hecho,
numerosos estudios epidemioldgicos en humanos y estudios en animales han mostrado
que la nutricién perinatal 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 lo que se conoce como “programacion metabdlica”, y es la
base de la teoria de los origenes de enfermedades o alteraciones en la edad adulta, de
forma que alteraciones en la nutricion en etapas criticas del desarrollo pueden causar
adaptaciones que predispongan al individuo al desarrollo de enfermedades metabdlicas,
endocrinas y cardiovasculares y, en particular a la obesidad (Barker, Eriksson et al.
2002). En particular, se tiene la idea de que tanto la desnutricion como la
sobrealimentacién durante el embarazo tienen efectos potencialmente adversos sobre la
adiposidad de los hijos en la edad adulta (Martorell, Stein et al. 2001).

La hipotesis de partida es que la ingesta de una dieta de cafeteria en etapas tempranas
puede afectar a la respuesta metabodlica a las condiciones de alimentacién y ayuno; sin
embargo, la reversion desde una dieta de cafeteria en ratas obesas a una dieta estandar,
un mes antes de la gestacion, puede prevenir los efectos perjudiciales de la obesidad
materna en las crias. Por tanto, el objetivo de esta tesis ha sido estudiar el efecto de
determinadas condiciones nutricionales (exceso de grasa asociado a la alimentacién
obesogénica) sobre la programacion metabdlica tanto en etapas perinatales como
en etapas tempranas. Por una parte, nos interesé estudiar en ratas los efectos a
corto plazo de una dieta obesogénica durante etapas tempranas. Por otro lado,
quisimos determinar qué efecto produce en la descendencia la reversion de la dieta
de cafeteria antes 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 etapas tempranas en relacion a su respuesta metabdlica bajo
condiciones de ayuno y alimentacion en tejidos clave implicados en la homeostasis
energética.

19



Heriberto Castro Garcia, Tesis Doctoral

Obijetivo 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.

En los estudios de la presente tesis doctoral, se ha utilizado principalmente la dieta de
cafeteria como dieta de engorde. La exposicién 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 y costumbres poco saludables observados en humanos (Pico,
Pons et al. 1991; Akyol, McMullen et al. 2012; Oliver, Reynes et al. 2013). Estos
modelos han sido extensamente utilizados en nuestro grupo de investigacion, y
resultados previos muestran que la dieta de cafeteria administrada durante los primeros
meses de vida y en la edad adulta conduce a un importante y persistente aumento del
peso corporal, asociado a una excesiva acumulacion de grasa corporal y alteraciones
metabolicas, que no son completamente revertidas cuando los animales se les cambia a
una dieta control (modelo post-cafeteria) (Llado, Proenza et al. 1991; Proenza, Llado et
al. 1992; Matamala, Gianotti et al. 1996; Akyol, McMullen et al. 2012). Por tanto, los
modelos animales cafeteria y postcafeteria proporcionan una herramienta Gtil para el
estudio del sindrome metabolico en los seres humanos.

El trabajo experimental de esta tesis doctoral se ha llevado a cabo en el Laboratorio de
Biologia Molecular, Nutricién y Biotecnologia, dirigido por el Profesor Andreu Palou,
de la Universidad de las Islas Baleares y CIBER de Fisiopatologia de la 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. Este proyecto forma parte de un
proyecto de investigacion, subprograma de proyectos de investigacién fundamental no
orientada, financiado por el Ministerio de Economia y Competitividad cuyo titulo es
“Deteccion y caracterizacion de compuestos bioactivos en la leche. Un enfoque
nutriepigenético contra la obesidad (EPIMILK)”- AGL2012-33692.

Objetivo 1. Analizar los efectos de una corta exposicién a una dieta obesogénica
(dieta de cafeteria) durante etapas tempranas en relacibn a su respuesta
metabolica bajo condiciones de ayuno y alimentacion 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 elaborar estrategias de prevencién 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 considerada como una llamada de atencidon ya que este problema
puede mantenerse a lo largo de la vida (Whitaker, Wright et al. 1997). Los habitos y
costumbres alimenticias estan en cambio constante, generando mayor sedentarismo y
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 interés el mantenimiento de la homeostasis energética en los ciclos de
ayuno/alimentacion, que caracterizan a los habitos alimenticios de los mamiferos. La
respuesta metabdlica a estas situaciones implica adaptaciones hormonales y metabdlicas
gue ademas son acompafiadas por cambios en la expresion genética en procesos claves
del metabolismo (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 regulacion nutricional ya que las adaptaciones metabdlicas a los
cambios agudos en las condiciones de alimentacion estan alteradas (Llado, Pons et al.
1999; Caimari, Oliver et al. 2007; Caimari, Oliver et al. 2010). Aunque 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/juveniles. Por 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
jévenes sobre la capacidad de responder a cambios agudos en las condiciones de
alimentacion (ayuno/alimentacion) en 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 ello, crias macho de ratas Wistar fueron alimentadas con dieta de cafeteria o con
dieta control, desde el dia 10 de vida, edad aproximada en la que ocurre la transicién
natural de la dependencia de leche materna al consumo de alimentos sélidos (Oliver,
Pico et al. 2002), hasta el dia 21. Los 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 alimentacion ad libitum (Figura 2.1). Antes del sacrificio de los
animales se determind la composicién corporal mediante EchoMRI y la ingesta de las
ultimas 12 horas en los animales sacrificados en condiciones de alimentacion ad
libitum. Tras el sacrificio, se recogieron muestras de sangre para la obtencion 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 parametros plasmaticos como glucosa, leptina,
insulina, triglicéridos y &cidos grasos libres. Ademas, en el higado se analizaron por
western blot los niveles de proteina del receptor de insulina (InsR) y de AKT (dos
proteinas corriente abajo de la cascada de la sefializacién de la insulina) y los niveles de
AMPK vy 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 el en capitulo 1.

Crias macho
Sacrificio

Dia 10 de vida Dia 22

e oot %) Ayuno
Dieta estandar
SN adtiviom

Dieta de cafeteria Ayuno
Ad libitum

Control (°

Cafeteria (

Figura 2.1. Esquema del disefio experimental del objetivo 1
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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
trastornos metabdlicos 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 los alimentos que se consumen, todo esto con la finalidad de reducir el peso
corporal antes del embarazo. Si bien, parece ser que no existe un consenso unanime en
las recomendacion de cdmo y cuando perder peso antes del embarazo (Matusiak, Barrett
et al. 2014). Referente a 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 calorico antes del embarazo. En
la presente tesis 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 en 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 (ademas de tener libre
acceso al pienso estandar) desde el dia 10 hasta el dia 100 de vida y a partir de entonces
solo con pienso estandar. Paralelamente se siguieron 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 en ratas hembra que presentan obesidad inducida por la dieta de cafeteria
(modelo postcafeteria), en la composicion de la leche materna, en particular en péptidos
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bioactivos relacionados con la regulacion del balance energético y determinar el efecto
sobre el peso y composicidn corporal en la descendencia.

Un mes después de la retirada de la dieta de cafeteria (tarea 2.1) las ratas hembra del
grupo control y postcafeteria fueron apareadas con machos controles (dia 130). Durante
este proceso se registrd el peso corporal y la masa grasa tanto del grupo control como
del grupo postcafeteria. Tras el apareamiento 10 hembras del grupo control y 12 del
grupo postcafeteria se quedaron embarazadas y tuvieron al menos 10 crias por camada.
Se control6 la evolucion del peso corporal, tanto de madres como crias durante todo el
periodo de lactancia. A dia 5, 10 y 15 de lactancia, se obtuvieron muestras de leche y
sangre, para analizar los niveles de leptina, adiponectina e irisina y, se midio la
composicion de grasa corporal en las madres. Las crias de madres control y madres
postcafeteria fueron destetadas a dia 21 de vida y estabuladas con dieta control hasta los
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
hembra. Se extrajeron muestras de sangre a los 4 meses, en condiciones de alimentacion
ad libitum y ayuno de 12h para el analisis de parametros plasmaticos. En la 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 presentan en el capitulo 2.

Tarea 2.3. Analizar si la reversion de la dieta obesogénica antes del apareamiento en
ratas hembra que 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 sus adaptaciones metabdlicas a condiciones de alimentacion/ayuno.
Efecto en edades tempranas.

En esta tarea pretendimos profundizar en los efectos de la reversion de la dieta
obesogénica 1 mes antes del apareamiento en madres que presentan obesidad inducida
por la dieta (modelo postcafeteria, tarea 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 ayuno. Sacrificamos a los 26 dias de edad crias (machos y hembras) de
madres control y madres postcafeteria bajo condiciones de ayuno (12h) o alimentacion
ad libitum. Se analizaron en el higado genes relacionados con el metabolismo lipidico:
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la captacion de acidos grasos (Cd36), lipogénesis (Srebfl, Fasn, Scdl), oxidacién de
acidos grasos (Ppara, Cptla y Pdk4), metabolismo de la glucosa (Gck) y sefializacion de
la insulina y la leptina (Lepr, Insr, Socs, Irsl). También fueron analizados genes
expresados en tejido adiposo retroperitoneal implicados en la captacion de &cidos grasos
(Cd36, Lpl) y glucosa (Scl24a, Hk2), lipogénesis (Pparg, Srebplc y Fasn), Cidea,
lipolisis (Pnpla2), oxidacion de acidos grasos (Cptlb) y sefializacion de la insulina y la
leptina (Lepr, Insr). Ademaés se analizo la expresion hipotalamicas de Ghsr, Lepr, Socs3,
Stat3, Npy, Pomc. Se determinaron diferentes parametros plasmaticos como glucosa,
leptina y &cidos grasos libres.

Periodo Cafeteria Periodo Postcafeteria

&

Dia 10 de vida Dia100  Dia130 Nacimiento Destete Sacrificio dia 26

) - ;) rias de madre
Control @ e 3\' ~ control
™ y

) Ayuno(12h )
o , Ad libit
B fi) P Crias de madre o
Cafeteria @ | | ,{"ﬁ)‘\\— > postcafeteria
- Gestacién  Lactancia )
Dieta estandar

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

Los resultados obtenidos en esta tarea se presentan en el capitulo 3.

Tarea 2.4. Estudiar el efecto de la reversion de la dieta obesogénica antes del
apareamiento en ratas hembra que presentan obesidad inducida por la dieta de cafeteria
(modelo postcafeteria), en la descendencia y su flexibilidad metabdlica para adaptarse a
un estres dietético en la edad adulta. Efecto en la edad adulta.

Como se ha mencionado antes, se conoce que la obesidad 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 tarea 2.2 hemos 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 control o postcafeteria, se exponen a un ambiente
obesogénico en la edad adulta. EIl propdsito de esta tarea es ver si existe algin fenémeno
de programacion metabolica, en crias de madres postcafeteria, que condicione el
desarrollo o proteccion frente a la obesidad en etapas adultas al estar expuesto a una
dieta alta en grasa. Se estudiard la respuesta metabolica a una dieta rica en grasa en
tejidos claves implicados en la homeostasis energética.

Por tanto, se decidio dar continuidad al estudio y analizar los efectos mas a largo plazo
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 2.4. En estos
animales se realizo:

- A'los 4 meses de edad, la mitad de los animales fueron estabulados con una dieta
de engorde (Dieta hiperlipidica y alta en sacarosa comercial, western diet
D12079B, de Research Diets) y la otra mitad continué con una dieta estandar.
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2. Objetivos y Planteamiento Experimental

Se realiz6 un seguimiento del peso corporal, la ingesta, composicion corporal, y
otros parametros fisiologicos de interés (bioquimica sanguinea en condiciones
de ayuno y/o alimentacion ad libitum) y se sacrificaron a los 6 meses para la
obtencion de los tejidos y posterior andlisis. Se analizaron genes relacionados
con el metabolismo y homeostasis energética en hipotadlamo, higado y en tejido
adiposo retroperitoneal. Se analizaron genes relacionados con el metabolismo
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 sefializacion de la insulina y la leptina
(Lepr, Insr, Socs, Irsl). También fueron analizados genes expresados en tejido
adiposo retroperitoneal implicados en la captacion de acidos grasos (Cd36, Lpl)
Mest, Cidea, implicados en la lipogénesis (Pparg, Srebplc y Fasn), lipolisis
(Pnpla2), oxidacion de acidos grasos (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 &cidos grasos libres. Ademas se determino
el contenido de lipidos 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 presentan en el capitulo 4.
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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 Universidad (Ref 3513 (26/03/2012)) y sigue las
recomendaciones generales para el uso y cuidado de animales de laboratorio.

Para el desarrollo 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 temperatura constante 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 periddicamente. La
composicién corporal se determiné usando el EchoMRI-700™ (Echo Medical Systems).

Los sacrificios se realizaron en grupos de animales de edades distintas: etapa temprana
(22/26 dias) y etapa adulta (6 meses), bajo condiciones de alimentacion ad libitum o
ayuno, dependiendo de la fase experimental. Las ratas eran sacrificadas por
decapitacion con guillotina, y tras la diseccién del animal se recogian las muestras de
interés y se almacenaban a -80°C hasta su analisis. Ademas se recogia la sangre que se
guardaba 1 h a 4°C y después se centrifugaba a 1.000g durante 10 min para obtener el
suero que finalmente se guardaba a -20°C hasta su analisis.

3.1.1. Composicion de la dieta

En esta tesis doctoral se alimentaba a las ratas con diferentes dietas segin 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 alimentacion de los animales con dieta control se utilizé pienso
estandar (Pienso A04, Panlab). La composicion de esta dieta era: 3,3 kcal/g, con 73% de
las calorias procedentes de carbohidratos, 8% de grasa y 19% de proteinas.

Dieta hiperlipidica comercial. Para la alimentacion de los animales con una dieta
hiperlipidica comercial, se utilizd la dieta Western Diet D12079B, de Research Diets.
La composicion de esta dieta era: 4,7 kcal/g, con 43% de las calorias procedentes de
carbohidratos, 41% de grasa y 17% de proteinas.

Dieta de cafeteria. La dieta de cafeteria es una dieta hipercaldrica rica en grasa que
contiene los siguientes alimentos: galletas untadas con paté de higado y sobrasada
(embutido tipico mallorquin), dulces (sugus), tocino, magdalenas, chocolate, cacahuetes
salados, queso, leche con 20% (p/v) de azlcar, 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 animales comen 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 esta dieta, segin los
datos de ingesta obtenidos, fue: un 40,3% de las calorias 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 dias 5, 10 y 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 suministraba a las madres una inyeccion
intraperitoneal de oxitocina (0,4 IU/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 Laboratories 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 realizo de todas las glandulas mamarias de forma
manual. Las muestras de leche fueron guardadas a -80°C para su analisis posterior.

3.1.3. Extraccién de muestras de sangre in vivo

Para la obtencion de muestras de plasma, sin sacrifico del animal, en diferentes edades,
y en condiciones de alimentaciéon ad libitum o en ayuno, se extraia una muestra de
sangre 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 directamente en
un tubo tipo eppendorf heparinizado.

3.2. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN de higado, tejido adiposo e hipotdlamo se realiz6 mediante el Kit
de extraccion E.Z.N.A® Total RNA Kit | 0o mediante el método de extraccién 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 utiliz6 el Kit de extraccion
E.Z.N.A® Total RNA Kit | (Omega Bio-Tek), que contiene todos los reactivos necesarios
para la extraccion de ARN y que detallan a continuacién. Se pesaron entre 0,100-0,150
g y 0,015-0,020 g de tejido adiposo e higado respectivamente. Las muestras se
homogenizaron en 700 puL de TRK lysis buffer, con ayuda de un homogeneizador
(modelo VDI 12, VWR), después se realiz6 una centrifugacion 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 pL de etanol al 70% y se mezclo con
vortex, esta mezcla se introdujo en las columnas HiBind ARN spin y se centrifugd a
10000g durante 1 min a temperatura ambiente. A continuacion se realizd un lavado de
las columnas con 350 pL de RNA Wash Buffer | y se centrifugo a 10000 g durante 1 min
a temperatura ambiente. En cada columna se colocaron 35 pL de ADNasas y se incub6
durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente se realizé un lavado de las
columnas con RNA Wash Buffer | y se centrifug6 a 10000 g durante 1 min a temperatura
ambiente. Después se realizaron 2 lavados (500 y 350 pL respectivamente) de las
columnas con RNA Wash Buffer Il y 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 columnas, se
les afadieron 40 pL de H,O 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.ZN.A® Total RNA Kit I (Omega Bio-Tek)
- H,0 libre de ADNasas y ARNAasas (Sigma)

Aislamiento de ARN mediante Tripure

Para la extraccion de ARN de hipotadlamo se utilizé el reactivo TriPure (Roche) y se
siguio basicamente el protocolo recomendado.

Se homogeniz6 todo el hipotdlamo en 1 mL de TriPure con ayuda de un
homogeneizador (modelo VDI 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 afiadi6 200 pL de
cloroformo para la separaciéon del ARN, se agitd vigorosamente durante 15 s y se dejo
reposar durante 5-15 min a 4°C, posteriormente se centrifugd a 12000 g durante 15 min
a 4°C, se recogio la fase acuosa que contiene el ARN. Para precipitar el ARN se afiadié
500 pL de isopropanol y se agitd ligeramente por inversion. Las muestras se dejaron
reposar toda la noche a -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. EI isopropanol fue retirado y se afiadié 1 mL de etanol
al 75% para lavar el precipitado de ARN. Se agit6 vigorosamente 15 s hasta despegar el
precipitado y se centrifug6 a 7500 g durante 5 min a 4°C. Finalmente se elimind el resto
de etanol. Para resuspender el ARN se utilizé un volumen de H,O libre de ADNasas y
ARNAasas dependiente del tamafio del precipitado obtenido (entre 50-200 uL).

Reactivos:

- Cloroformo

- Etanol absoluto (Panreac)

- H20 libre de ADNasas y ARNasas (Sigma)
- Isopropanol TriPure (Roche)

Cuantificacién y comprobacion del estado del ARN

ElI ARN extraido se cuantifico por espectrofotometria a 260 nm utilizando el
espectrofotometro NanoDrop ND-1000, que permite determinar la concentracion
usando un 2 pL de muestra con gran reproducibilidad y precision. 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 2,0 es un indicador de ARN puro, no obstante un ratio mayor a 2,0
indica contaminacion por ADN. El ratio 260/230 indica el grado de contaminacion por
solventes organicos, un ratio entre 2,0 y 2,2, es un indicador de ARN puro.

La calidad del ARN se comprob6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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 realizo utilizando un tampon de electroforesis a 0.5X (TBE: tampon
formado por Tris, Borato y EDTA), tefiido con SYBER® Safe DNA Gel Stain (1 pL de
SYBER® Safe DNA Gel Stain por cada 10 mL del tampén 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 tampon de carga. Las condiciones de electroforesis fueron a 80V durante 30 min. El
SYBER® Safe DNA Gel Stain presenta la méxima excitacién a 280 y 502 nm y la
maxima emision a 530 nm, por ello se visualiz6 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)

- Tampdn de carga: 50% de glicerol (Sigma), 50% de agua, 2,5 mg/mL de azul de
bromofenol (Panreac)

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

3.3. Anélisis de RT-PCR a tiempo real

Con el objetivo de determinar 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 amplificd 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 cido ribonucleico (ARN) de cadena simple. Para
la determinacion del ARNm de las muestras analizadas, la reaccion de
retrotranscripcion (RT) fue la siguiente: 0,25 pug de ARN total en un volumen de 5 pL
con agua libre de ARNasas y se desnaturaliz6 a 65°C durante 10 min en un
termociclador (Thermal Cycler 2720, Applied Biosystems). Posteriormente se afiadieron
7,5 UL de RT-mix que contenia para cada tubo de reaccion: 1,25 uL de Buffer 10x, 1,25
puL de MgClI2 25 mM, 2 pL de dNTPs 2,5 mM, 0,5 puL de hexadmeros sintetizados al
azar 50 uM, 0,5 pL de inhibidores de ARNasas 20 U/uL, 0,5 pL de transcriptasa
reversa (MuLV RT, murine leukemia virus reverse transcriptase) 50 U/uL y 1,5 pL 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 de ADNasas y ARNasas (Sigma)

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

- MgCI2 25 mM (Promega)

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

- Solucion de dATP 100 mM (Invitrogen)

- Solucion de dCTP 100 mM (Invitrogen)

- Solucion de dGTP 100 mM (Invitrogen)

- Solucion de dTTP 100 mM (Invitrogen)

- Transcriptasa reversa (MuLV RT, murine leukine virus retrotranscriptase) 50
U/uL (Applied Biosystems)
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La PCR a tiempo real se us6 para medir los niveles de expresion de un conjunto de
genes en el higado, tejido adiposo retroperitoneal y en el hipotadlamo. La expresion
relativa de cada ARNm de interés se normaliz6 en funcion de la expresion de un gen de
referencia de expresion estable (housekeeping) que se determind para cada tejido y
condicion experimental.

Se utilizaron 2 pL del producto de RT (dilucion 1/10). A la muestra se le afiadieron 9 pl
de PCR-mix que contiene: 3,1 pL de H20 libre de ARNasas, 0,45 uL de cada cebador (a
una concentraciéon de (5 uM) y 5 pL de un mix comercial Power Syber Green PCR
Master Mix. En la Tabla 3.1 se detallan las parejas de cebadores usadas.

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

Cebadores Forward (F) y Reverse

Simbolo Nombre genérico R)
Cd36 Molécula CD36 (receptor de la trombospondina)/CD36 | F: GTGGCAAAGAACAGCAGCAA
molecule (thrombospondin receptor) / R: CCAACAGACAGTGAAGGCTCA
Cid Efector A tipo factor o de fragmentacion de ADN inductor de | F: TCAGACCCTAAGAGACAACACA
dea muerte celular /Cell death-inducing DFFA-like effector a R: CATTGAGACAGCCGAGGA
Cotl Carnitina palmitoiltransferasa 1a, higado/Carnitine | F: CGAGAAGGGAGGACAGAGAC
ptia palmitoyltransferase 1a, liver R: GGACACCACATAGAGGCAGAA
Cotlb Carnitine palmitoyltransferase 1b, muscle/Carnitina | F: GCAAACTGGACCGAGAAGAG
P palmitoiltransferasa 1b, mésculo R: CCTTGAAGAAGCGACCTTTG
- - . F: CGGCGAGTCTATGCCACTAT
Fasn Acido graso sintasa/Fatty acid synthase R ACACAGGGACCGAGTAAT
. . F: CAACTGCGAAATCACCTTCA
Gek Glucoquinasa/Glucokinase R: AGCATTTGTGGTGTGTGGAG
Gh Receptor de  secretagogos de la  hormona  del | F: TCAGCCAGTACTGCAACCTG
Sf crecimiento/Growth hormone secretagogue receptor R:GGAGAGATGGGATGTGCTGT
. . F: CAGCCTAGACCAGAGCATCC
Hk2 Hexoquinasa 2/Hexokinase 2 R: CGCATCTCTTCCATGTAGCA
Insr Receptor de insulina/Insulin receptor F: CTCCTGGGATTCATGCTGTT
P R: GTCCGGCGTTCATCAGAG
Irsl Sustrato 1 del receptor de la insulina/Insulin receptor substrate | F: GCAACCGCAAAGGAAATG
rs 1 R: ACCACCGCTCTCAACAGG
. . F: TCACACACGCAGTCGGTAT
Lep Leptina/Leptin R: AGGTCTCGCAGGTTCTCCAG
. . F: AGCCAAACAAAAGCACCATT
Lepr Receptor de la leptina/Leptin receptor R TCCTGAGCCATCCAGTCTCT
. P . - F: TATGGCACAGTGGCTGAAAG
Lpl Lipoproteina lipase/Lipoprotein lipase R TCTGACCAGCGGAAGTAGGAG
Mest Transcrito especifico del mesodermo/Mesoderm specific | F: CTCAGCTCTCCCCTGCTCT
€s transcript R: GCAATCACTCGATGGAACC
- . F: TGGACTGACCCTCGCTCTAT
Npy Neuropéptido Y/Neuropeptide Y R: GTGTCTCAGGGCTGGATCTC
Pdkd Piruvato  deshidrogenasa quinasa, isozima 4/Pyruvate | F: TCCTTCACACCTTCACCACA
dehydrogenase kinase, isozyme 4 R: AAAGAGGCGGTCAGTAATCC
Prola2 Triglicélido lipase adiposa (ATGL)/Patatin-like phospholipase | F: TGTGGCCTCATTCCTCCTAC
npla domain containing 2 R: AGCCCTGTTTGCACATCTCT
. . . . F: CCTGTGAAGGTGTACCCCAATGC
Pomc Proopiomelanocortina/Proopiomelanocortin R: CACGTTCTTGATGATGGCGTTC
P Receptor alpha activado por el proliferador | F: TGTCGAATATGTGGGGACAA
para peroxisomal/Peroxisome proliferator activated receptor alpha | R: AAACGGATTGCATTGTGTGA
Receptor gamma  activado  por el  proliferador
. . . . F: GATCCTCCTGTTGACCCAGA
Pparg peroxisomal/Peroxisome  proliferator-activated  receptor | . — CAAAGGAATGGGAGTGGTC
gamma
scdl Esteroil-ConezimaA  desaturasa  1/Stearoyl-Coenzyme A | F: ATCCCCTCCTCCAAGGTCTA

desaturase 1

R: CGGGCCCATTCATATACATC
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Slc2ad Transportador 4 de glucose (GLUT4)/Solute carrier family 2 | F: GGCATGCGTTTCCAGTATGT
cea (facilitated glucose transporter), member 4 R: GCCCCTCAGTCATTCTCATC
Socs3 Supresor de la sefializacion de citoquinas 3/Suppressor of | F: ACTGAGCCGACCTCTCTCCT
0Cs cytokine signaling 3 R: CCCCTCTGACCCTTTCTTTG
Factor de transcipcion de unién al elemento regulador de
esteroles 1/Sterol regulatory element binding transcription F: CCCACCCCCTIACACACC
Srebfl gulatory g P R: GCCTGCGGTCTTCATTGT
factor 1
Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3/Signal
transducer and activator of transcription 3 (acute-phase F: GCTGACCAATAACCCCAAGA
Stat3 P P R: ACACCCTGAGTAGTTCACACCA
response factor)

La reaccion de amplificacion se realizd en un termociclador (StepOnePlus™) y
consistio en una desnaturalizacion 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 ultimo 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 detectd la fluorescencia y se determind el
ciclo en el que el incremento de fluorescencia empieza a ser exponencial, lo que se
conoce como ciclo umbral (Ct del inglés cycle threshold), con el programa especifico
del instrumento (StepOne v 2.2.2). La expresion relativa se calculé 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). Ademaés se considerd el 100% la expresion génica del grupo
control, y los demas se expresaron en funcion de dicha expresion.

Reactivos:

- H20 libre de ADNasas y ARNasas (Sigma)
- Power Syber Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)
- Cebadores (Sigma)

3.4. Cuantificacién de lipidos hepéticos

La determinaciéon de los lipidos hepaticos se realizd mediante el método de Folch
(Folch, Lees et al. 1957). Para ello, se homogenizaron 0,3 g de tejido en 5 mL de
cloroformo:metanol (2:1). Posteriormente se filtr6 el homogenizado con papel del filtro
en tubos de vidrio, ademés se limpiaron el Potter y el filtro con 2 mL de
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
agito vigorosamente durante 2 min. Se realiz6 una centrifugacion a 3000 rpm durante 10
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 enrazd con metanol
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.
Nuevamente se descarté la fase superior acuosa y se mantuvo la fase inferior
cloroférmica, se enraz6 con metanol puro hasta 10 mL, se afiadieron 2 mL de NaCl
0,90%, se agité vigorosamente durante 2 min y se centrifugd una vez mas a 3000 rpm
durante 10 min a temperatura 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 de vidrio 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 registro su peso (peso
del vial lleno).

Los célculos para determinar la cantidad de lipidos hepaticos es:
Gramos de grasa/mL.: (Peso vial lleno — peso 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:

- Cloroformo:metanol (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)

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

3.5. Determinacion de la concentracion 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 ranura por capilaridad a un nivel suficiente para
poder obtener una lectura correcta, la medicion obtenida leia en la pantalla del
glucémetro en mg/dL.

El glucdmetro es un biosensor, el principio de la medicién se basa en la medicion de la
cantidad de electrones generados en una reaccion enzimatica de ciertas sustancias
electroactivas con la glucosa de la sangre. Esta cantidad de electrones se transforma en
concentracion de glucosa. Concretamente, ante la presencia de la coenzima PQQ
(quinona de pirroloquinolina), la 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 glicemia (Accuckek).

Reactivos:

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

3.6. Determinacion de la concentracion de Insulina

Para la determinacion de la insulina en suero o plasma se utilizo el kit comercial 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 anti-insulina unidos a los pocillos de la placa y
con los anticuerpos anti-insulina conjugados con peroxidasa, con un lavado se pueden
eliminar el exceso de anticuerpo marcado con enzimas marcadas, y tras afiadir el
sustrato especifico (tetrametilbenzidina), se genera un producto coloreado que se puede
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 consistio en afiadir 10 pL de suero (25 pL en el caso del kit para insulina
ultrasensible) o de patron a cada pocillo, posteriormente se afiadio 100 pL del
anticuerpo anti-insulina conjugado a un enzima peroxidasa 1x (previamente preparada a
partir de un stock 11x, incluido en el kit) a cada pocillo. Se hizo una incubacién con
agitacion de 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente se hicieron 6 lavados con
tampon de lavado incluido por el kit, se afiadieron 200 pL de sustrato TMB, y se incubd
15 min a temperatura ambiente. Para detener la reaccion se afiadieron 50 pL de solucion
de parada. Finalmente se leyd la absorbancia a 450 nm en un espectrofotometro 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 utilizd6 el modelo homeostatico de
resistencia a la insulina (HOMA-IR). Los niveles de HOMA-IR se determinaron al
conocer las concentraciones séricas de insulina y glucosa en condiciones de ayuno
utilizando la formula de Matthews et al (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 utiliz6 el kit comercial
Quantikine ELISA Mouse/Rat Leptin (R&D Systems, USA & Canadd). La técnica
empleada se basa en el principio de un ELISA tipo sandwich, donde un anticuerpo
policlonal anti leptina se encuentra adherido en los pocillos de la placa. El protocolo
consistié en afiadir 50 pL de la muestra y del patron en los pocillos de las placas
incluidas en el kit y recubiertas con un anticuerpo policlonal anti leptina. Se realiz6 una
incubacion por 2 h a temperatura ambiente. Después de una serie de lavados (cuatro
lavados con el tampon de lavado incluido), se afiadieron 100 uL el anticuerpo anti
leptina conjugado a una peroxidasa de rabano (HRP, horseradish peroxidase) y
nuevamente se incub6 durante 2 h a temperatura ambiente. Se realizan nuevamente
cuatro lavados para eliminar el anticuerpo excedente y se afiadié 100 uL de solucién
sustrato. Se incub6 30 min a temperatura ambiente, protegiendo la placa de la luz
exterior. Finalmente se afiadid solucién de parada y se leyé la absorbancia a 450 nm en
un espectrofotdbmetro 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 diluciones de las muestras con la finalidad de que las lecturas
quedaran 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 y 1/5 para 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 Rat Total Adiponectin/Acrp30 (R&D Systems, USA & Canadd) 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 muestras son pipeteadas dentro de los pocillos, al haber
adiponectina presente, esta quedard unida al anticuerpo de la placa. Después de una
serie de lavados se afiade anticuerpo especifico anti adiponectina conjugado a una
enzima peroxidasa (peroxidasa de rdbano, HRP, horseradish peroxidase). Se realizan
nuevamente una serie de lavados para eliminar los restos de enzimas no unidas al
anticuerpo. La reaccion enzimatica produce una coloracion azul que se transforma en
amarillo una vez que la solucion de parada ha sido 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 muestras de leche las diluciones fueron 1/500, para
el suero fue de 1/5000.

Concretamente, el protocolo consistio en afiadir 50 pL de la muestra y del patron en los
pocillos de las placas incluidas en el Kit recubiertas con un anticuerpo policlonal anti
adiponectina. Se realiz6 una incubacién por 1 h a temperatura ambiente en agitacion
constante. Se realizaron cuatro lavados con tampon incluido en el kit. Se afiadieron 100
pL del anticuerpo conjugado con peroxidasa (HRP) y nuevamente se incub6 por 1 h a
temperatura ambiente con agitacion constante. Se hicieron otros 4 lavados y se
afiadieron 100 pL de solucion sustrato. Nuevamente se incubdé durante 30 min a
temperatura ambiente, protegiendo la placa de la luz exterior. Finalmente se afiadié una
solucién de parada y se leyo la absorbancia a 450 nm en un espectrofotometro para
placas de ELISA (Sunrise de TECAN).

Reactivos:

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

3.10. Determinacioén de la concentracion 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 secundario con sus
sitios de union no especificos bloqueados, 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 biotinilado (irisina
biotinilada) o el péptido (irisina) presente en las muestras “problema”. Durante el
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 rdbano unida a estreptavidina (SA-HRP, streptavidin-horseradish
peroxidase), la cual cataliza reaccion con la solucion sustrato para producir una solucion
de color azul. La reaccion enzimética es detenida al afiadir acido hidrocloridrico (HCI).
La intensidad del color registrado es inversamente proporcional a la cantidad de irisina
presente en la muestra.

37



Heriberto Castro Garcia, Tesis Doctoral

Se realizaron diluciones de las muestras con la finalidad de que las lecturas quedaran
dentro del patron: tanto para las muestras de leche como para las muestras de suero la
dilucion fue de 1/6. El protocolo consistio en afiadir 50 pL de la muestra y del patrén en
los pocillos de las placas incluidas en el kit, junto con 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 incubo durante 2 h a temperatura ambiente. Se realizaron
cuatro lavados con tampon incluido en el kit y se afiadieron 100 pL de solucion SA-
HRP. Se volvio a incubar 1 h a temperatura ambiente y se realizaron otros cuatro
lavados. Se afiadio solucion sustrato (TMB) y se realizé una Gltima incubacion de 7 min
a temperatura ambiente, se detuvo la reaccion con 100 puL de 0,5M HCL. Finalmente se
leyo la absorbancia a 450 nm en un espectrofotometro para placas de ELISA (Sunrise de
TECAN).

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

3.11. Determinacion de acidos grasos libres circulantes

Los niveles de acidos grasos no esterificados (NEFA, non esterified fatty acids) se
determinaron en suero. Se utilizd el kit colorimétrico enzimatico NEFA-HR (2)
(WAKO-Chemicals). El principio de la técnica se basa en que los NEFA de la muestra
son convertidos a Acyl-CoA, adenosin monofosfato (AMP) y acido pirofosforico (PPi)
por la accién de la Acyl-CoA sintetasa (ACS) bajo la presencia de coenzima A (CoA) y
trifosfato de adenosina (ATP). ElI Acyl-CoA resultante de la reaccion es oxidado por la
accion de la Acyl-CoA oxidasa (ACOD), uno de los productos de dicha oxidacion es el
perdxido de hidrégeno. En la presencia de peroxidasa (POD), el peroxido de hidrégeno
produce una pigmentacién azul parpura por oxidacion cuantitativa con 3-Metil-N-(j3-
Hidroxietil)-Anilina (MEHA) y 4-aminoantipirina (4-AA). Finalmente la concentracion
de NEFA se obtiene al medir el nivel de absorbancia del color azul parpura.

El protocolo consistio en afadir 7 pl de la muestra en placas de ELISA (96 pocillos),
posteriormente se afiadid 150 pL del reactivo 1 (reconstituido previamente con la
solucion A (buffer fosfato 50 mmol/L, pH 7,0 y &cida sodica 0,05%) y la solucién color
A (0,53 U/mL ACS, 0,31 mmol/L CoA, 4,3 mmol/L ATP, 1,5 mmol/L 4-AA, 2,6 u/mL
AOD, 0,062% acida sddica, y color A 0,8%) incluidos en el kit), se agité vigorosamente
la muestra y se incubd por 5 min a 37°C. A continuacién se afiadieron 75 uL del
reactivo 2 (reconstituido previamente con solucion B (MEHA) vy la solucién color B
(12U/mL ACOD y 14U/mL POD) incluidos en el kit), nuevamente se agito
vigorosamente y se dejo reposar durante 5 min a temperatura ambiente. Finalmente se
ley6 la absorbancia a 550 nm en un espectrofotometro para placas de ELISA (Sunrise de
TECAN).

Reactivos:
- kit calorimétrico enzimatico NEFA-HR(2) (WAKO-Chemicals)

3.12. Determinacion de triglicéridos circulantes

Los niveles de triglicéridos se determinaron en suero, se utilizo el kit comercial Serum
Triglyceride Determination (Sigma-Aldrich). El procedimiento se basa en la hidrolisis
enzimatica de los triglicéridos 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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glicerol-1-fosfato (G-1-P), dicha reaccion es catalizada por la glicerol quinasa (GK).
Después G-1-P es oxidado por accion de la glicerol fosfato oxidasa (GPO) resultando en
la formacion de dihidroxi-acetona fosfato (DAP) produciendo peroxido de hidrdégeno
(H20,). Finalmente se produce la catalisis de H,O, para producir un colorante de
quinoneimina que muestra una absorbancia maxima de 540 nm.

El protocolo consistio en afiadir 240 pL del reactivo Free Glycerol, incluido en el Kit, en
una placa de ELISA (96 pocillos). Se afiadieron 3 pL de la muestra y el patron, después
se agito suavemente la placa de ELISA. Se incubo durante 5 min a 37°C y se realiz6 una
lectura de la absorbancia inicial a 540 nm en un espectrofotdmetro para placas de
ELISA (Sunrise de TECAN). Se afadieron 60 pL del Triglyceride reagent, se agito una
vez méas 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 (Sigma-Aldrich)

3.13. Determinacion del p-Hidroxibutirato circulante

Los niveles de cuerpos cetonicos se determinaron en suero, se utilizé el kit comercial g-
hydroxybutyric acid (b-HBA) (Ben Biochemical enterprise, Milano, Italy). El principio
de la técnica se basa en la actividad enzimatica de la BHB deshidrogenasa, la cual
cataliza la oxidacion de BHB en acetoacetato, simultaneamente se produce la reduccién
de NAD" a NADH. El incremento de absorbancia de NADH es directamente
proporcional a la cantidad de BHB de la muestra.

Se realiz6 una dilucion 1/2 de las muestras con la finalidad de que las lecturas quedaran
dentro del patron. El protocolo consistié en afiadir 10 puL de la muestra o patron en una
placa de ELISA (96 pocillos) mas 180 uL de reactivo de trabajo (working reagent),
incluido en el kit, se agitd ligeramente y se incubd 10 min a 37°C. Se realiz6 una
primera lectura con las siguientes condiciones: 355 nm de excitacién y 460 nm de
emisién 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 placas de ELISA
(Mithras LB 940).

Reactivos:

- Kit B- hydroxybutyrric acid (b-HBA) (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 compleja de 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 transferidas a una 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 muestras de higado con homogeneizador (modelo VDI 12, VWR) en
hielo y en una dilucién 1:5 (w:v), empleando buffer de lisis 1x RIPA (radio-
immunoprecipitation assay buffer) mas inhibidor de proteasas y fosfatasas (Thermo
Fisher, Rockford, USA). Después de la homogenizacién se hizo una centrifugacion a
7.500 x g durante 2 min y a 4°C, el sobrenadante resultante se utilizé para medir la
concentracion de proteinas.

El contenido total de proteinas hepaticas se cuantifico con el kit comercial Pierce BCA
protein assay (Thermo acientific) usando albumina (BSA: Bovine Serum Albumin en
concentracion de 2 mg/mL) como estandar. Se afiadieron 25 pL de las muestras y el
patron en una placa de ELISA (96 pocillos) mas 200 pL de WR (Working reagent)
incluido en el kit. La placa se cubrio para protegerla de la luz exterior y se incubd
durante 30 min a 37°C. Finalmente se ley0 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 de proteina total en
tampon de carga (Laemmli Sample buffer, 1 uL 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 Tris-HCL (Sigma) buffer pH=7.4, 150 mM NaCl
(Panreac), acido desoxicolico 0,25% (Panreac), NP40 1% (Sigma) y EDTA 1
mM (Merck)

- Pierce BSA Protein assay kit (Thermo scientific)

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

- Tampdn de carga (Laemmli sample buffer): Tris-HCL 0.5 mM (Sigma) pH=6.8,
SDS 5% (Sigma), glycerol 10% (Sigma), p-mercaptoetanol 5% (Sigma) y azul
bromofenol 1% (Panreac)

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE)

100 pg de proteina total fueron fraccionadas usando geles de policrilamida
Criterion™TGX™ Precast de 4-15% (Bio-Rad), usando tris-glicina como buffer de
electroforesis. Se utilizd un marcador de peso molecular bicolor (Bio-Rad). Las
condiciones de la electroforesis fueron 120 V, 90 min.

Reactivos:

- Gel de policrilamida Precast 4-15 % (Criterion " TGX™, Bio-Rad )

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

- Marcador de peso molecular bicolor (Precision Plus Protein™ Standard, 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 um, para ello se utilizé el sistema de
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transferencia turbo Trans-blot (Bio-Rad), el proceso consiste en humedecer 7 papeles de
transferencia en la solucion Trans-blot Turbo Transfer buffer colocarlos en el fondo del
cassette electrodo (anodo). A continuacion la membrana de transferencia también se
humedecidé con la misma solucién y se coloco sobre la parte superior de la pila
humedecida de papeles dentro del cassette, después el gel se coloco sobre la membrana.
Finalmente se colocaron sobre el gel 7 papeles de transferencia humedecidos en
solucién Trans-blot Turbo Transfer buffer). Se coloca el cassette (catodo) para cerrar el
sistema de transferencia y se inserta dentro del equipo. Las condiciones de
electrotransferencia fueron: 7 min a 2.5 A constantes hasta 25 V.

Reactivos:

- 0,2 um nitrocellulose membrane (Bio-Rad)
- Trans-Blot® Turbo™ Transfer buffer solution (Bio-Rad)
- Trans-Blot® Turbo™ Midi Nitrocellulose Transfer Kit (Bio-Rad)

Imnunodeteccién

La membrana fue blogqueada con una solucién de blogueo (Odyssey®) en TBS 1x (1:1)
durante 12 h a temperatura ambiente. Después del bloqueo, la membrana fue lavada con
TBS con Tween-20 al 0,1% durante 60 s y posteriormente incubada 1 h a temperatura
ambiente en agitacion constante con anticuerpo primario especifico. Después de la
incubacion la membrana fue lavada 4 veces durante 5 min cada vez a temperatura
ambiente con TBS con Tween-20 al 0,1% en agitacion constante. Después la membrana
fue incubada 30 min a temperatura ambiente con agitacion 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 prepar6 segun la especie
huésped del anticuerpo primario.

Para la deteccién las membranas fueron lavadas 4 veces durante 5 min cada vez en TBS
con Tween-20 al 0.1% a temperatura ambiente en agitacién constante. Se realiz6 un
ultimo lavado con TBS durante 5 min.

Reactivos:

- Odyssey® Blocking Buffer Solution (LI-COR Biosciences)

- TBS 10x wash buffer, pH 7.4: 500 ml de Tris-C1 1M (Sigma), pH 7.4 y 300 ml
de NaCl 5M (Panreac) y arrasar hasta 1 L con agua destilada.

- TBS 1x con Tween-20 al 0,1%: TBS 10x diluido 1:10 con agua destiladay 1 g
de Tween-20 (Sigma)

- Anticuerpo primario policlonal de conejo anti receptor de insulina (InsR) de rata
(Cell Signalling Technology, Ref:3025), diluido 1:2000 en TBS 1x con 0,1% de
BSA (Sigma), 0,1% de &cida sodica (Sigma) y 0,1% de Tween-20 (Sigma)

- 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 &cida sddica (Sigma) y 0,1% de Tween-20 (Sigma)

- Anticuerpo primario policlonal de raton 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 sodica (Sigma) y 0,1% de Tween-20 (Sigma)

- Anticuerpo primario policlonal de conejo anti AMPK-p de rata (Cell Signalling
Technology, Ref:2535), diluido 1:2000 en TBS 1x con 0,1% de BSA (Sigma),
0,1% de &cida sodica (Sigma) y 0,1% de Tween-20 (Sigma)
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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
Tween-20 (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
Tween-20 (Sigma)

Escaneado y cuantificacion

Las membranas fueron escaneadas en un escaner Odyssey® con sistema de imagen
infrarroja (LI-COR Biosciences) en los canales de deteccion apropiados respecto al
anticuerpo escaneado (canal verde en 700 nm cuando se utilizd el anticuerpo secundario
anti-anticuerpos de raton y canal rojo en 800 nm cuando se utilizd el anticuerpo
secundario anti-anticuerpos de conejo. Para la cuantificacion de las bandas se utilizo el
Odyssey® software V 3.0 (LI-COR Biosciences)

Control de carga

Para comprobar una correcta 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 raton anti-p-actina diluido 1:2000 en TBS 1x con 0,1% de BSA (Sigma),
0,1% de &cida sodica (Sigma) y 0,1% de Tween-20 (Sigma).

3.15. Andlisis 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 individuales entre grupos de experimentacién con comparaciones multiples,
se aplicé el andlisis de varianzas de dos factores (ANOVA de 2 factores), o un analisis
de medidas repetidas seguido del test de Bonferoni, segin el caso. Las comparaciones
simples (dos grupos de experimentacién) se realizaron mediante el test de la t de
Student. El software utilizado para el anélisis fue SPSS para Windows version 20. En
todos los casos el nivel de confianza fue del 95% (p < 0,05), y se identifico en la gréafica
cuando fue diferente.
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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 adiposidad independientemente 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 metabdlica a condiciones de
alimentacidn/ayuno en tejidos claves implicados en la homeostasis 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 alimentacién
ad libitum o tras 12 h de ayuno. Se analizdé en el higado, tejido adiposo blanco
retroperitoneal e hipotdlamo 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 presentaron casi 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 alteracion en la expresion
hipotaldmica del Neuropéptido Y, lo que sugiere una alteracion en 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 las controles. 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 &cidos grasos y con la lipogénesis bajo condiciones de alimentacion ad libitum; ii)
una mayor expresion de los genes relacionados con la oxidacién 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 proteina, mayores niveles del receptor de
insulina y de la relacion pAMPK/AMPK. Por tanto, un periodo corto de exposicion a la
dieta de cafeteria en ratas jévenes macho es suficiente para alterar la respuesta
metabolica a condiciones de alimentacion/ayuno en tejidos claves implicados en la
homeostasis energética, particularmente en el tejido adiposo blanco, y asi inducir una
acumulacién exacerbada de grasa corporal y un aumento en el riesgo metabélico, sin
cambios aparentes en el peso corporal.

45



Heriberto Castro Garcia, Tesis Doctoral

4.1.1. Resultados

Peso corporal, ingesta y parametros sanguineos

A dia 21 de edad los animales fueron destetados y estabulados de forma individual. Se
midio la ingesta total de alimentos consumidos por los animales sacrificados en
condiciones de alimentacion ad libitum, durante las Gltimas 12 h. En el caso de los
animales alimentados con dieta de cafeteria, se registrd la cantidad exacta de cada
alimento ingerido, debido a que no todos los componentes de la dieta se consumen de
igual manera (Ribot, Rodriguez et al. 2008). Observamos 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 de cafeteria 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
que la dieta control aporté un 73% de energia en forma de carbohidratos, 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 cafeteria presentan un mayor contenido de
grasa corporal que las controles, asi como un mayor tamarfio de los principales depdsitos
de tejidos adiposos blancos (inguinal, mesentérico, retroperitoneal y epididimal), y un
menor peso del higado. No se encontré correlacion entre 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 peso del higado en comparacion con los
animales en condicion de alimentacion ad libitum. Cabe destacar, que la reduccién 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<0,05, efecto 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 ayuno comparado con los animales
alimentados ad 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 comparacion con el grupo control
(p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores). Los niveles de glucosa fueron menores
en el grupo cafeteria, pero solamente bajo condicion de alimentacion ad libitum
(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<0,05, efecto
ayuno, ANOVA de dos factores). No se encontraron cambios significativos en los
niveles de insulina. Bajo condiciones de alimentacion ad libitum, 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 22 dias de edad
alimentados con dieta control o dieta de cafeteria desde dia 10 de vida y sacrificados en
condiciones de alimentacion ad libitum o tras 12 h de ayuno.

Dieta Control Dieta Cafeteria

Ad libitum Ayuno Ad libitum Ayuno ANOVA
Ingesta de alimentos (kcal) 234+22 -- 70,6 £ 2,0# --
Peso corporal (g) 547+15 456 +1,1* 52,6 1,5 48,7 £1,2* F
Grasa corporal (g) 4,4+0,3 2,2+0.1% 8,0 £ 0,5# 6,3 £0,5%# D, F
Grasa corporal (%) 8,0+0,4 4,9+0,2* 152 +£0,7# 12,7 £0,7%# DxF
TAB inguinal (mg) 501 + 29 375 + 32* 844 + 81# 862 + 721 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, &cidos 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 alimentacion ad libitum
(p<0,05, test de la t de Student). Los datos son la media + SEM (n=10-13), F, efecto condicion de alimentacion (ad
libitum/ayuno); D, efecto dieta (control/cafeteria); DxF, efecto interactivo entre dieta y condicion de alimentacion,
(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
hipotdlamo 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 comparado con los niveles en los animales de alimentacion ad
libitum. La expresion de Socs3 fue menor en los animales en ayuno comparados con los
animales alimentados ad libitum (p<0,05, efecto ayuno, ANOVA de dos factores),
especialmente en los animales control (p<0,05, test de la t de Student). Se observ6 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 controles tanto en condiciones de alimentacion ad
libitum como en ayuno (p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores). No se encontro
una diferencia significativa en la expresion de Pomc. Cabe destacar que los animales
control mostraron un ratio mayor Npy/Pomc que los animales alimentados con dieta de
cafeteria, particularmente bajo condicién 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 genes relacionados con el metabolismo energético en el higado

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

Los animales control en condiciones de alimentacion ad libitum 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 lipogenicos (Srebfl, Fasn y Scdl) y glucoquinasa fue menor en
animales en ayuno comparados con los animales en condicion de alimentacion ad
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 bajo condicion de alimentacion ad 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 Scdl fue mayor en el grupo cafeteria (0,43, 0,22
y 0,08 respectivamente) 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, Cptla y Pdk4 (p<0,05, efecto interactivo entre dieta y ayuno, ANOVA de
dos factores).

Con respecto a la expresion de genes relacionados con la sefializacién 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
disminucion en los niveles de expresion de Socs3 en ambos grupos (s6lo significativo
por test de la t de Student en los animales cafeteria) y de Irs1 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. Los resultados
se muestran en la Figura 4.3.

Como ocurre con los niveles de expresion 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 dos factores). Ademas, los niveles
de la proteina InsR fueron més elevados tanto en grupo control como en el grupo
cafeteria bajo condiciones de ayuno (p<0,05, efecto ayuno, ANOVA de dos factores),
aunque este incremento fue mas marcado y significativo por test de la t 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 en comparacion con la condicion ad 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 alimentacion ad libitum, mientras que los niveles de
AMPK en los animales cafeteria permanecieron estables independientemente de la
condicion de alimentacién (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 comparadas 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 dieta, ANOVA de dos factores).
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4. Resultados y Discusion
Capitulo 1

Expresion de genes relacionados con el metabolismo energeético en tejido adiposo
blanco retroperitoneal.

El deposito retroperitoneal fue elegido como representativo del TAB debido a su
relacion con el desarrollo de la resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 (Gabriely, 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 condicion de ayuno presentan mayores niveles de ARNm para Lpl
comparado con los animales en condicién de alimentacion ad libitum (p<0,05, efecto
ayuno, ANOVA de dos factores); esta diferencia se presentd especialmente en el grupo
cafeteria (p<0,05, test de la t de Student). No se encontraron diferencias en la expresion
de Cd36. Como tendencia general, se encontrd un efecto interactivo entre el tipo de
dieta y las condiciones de alimentacion en genes relacionados con la captacion y
metabolismo de la glucosa, lipogénesis, Cidea (que participa en la fisiologia de las gotas
lipidicas), e Insr. Especificamente, los animales control bajo condiciones de
alimentacion ad libitum mostraron una mayor expresion de Slc2a4 y Hk2 comparado
con el grupo cafeteria; estos animales ademas presentaron 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 factores). Asimismo, los animales
control presentaron una reduccion en los niveles de expresion de Pparg, Srebfl y Cidea
bajo condiciones de ayuno comparado a condiciones ad libitum, mientras que la
expresion de estos genes no se vio afectada en los animales del grupo cafeteria (o no de
manera significativa en el caso de Pparg), por el ayuno. EIl grupo control en condiciones
de alimentacion ad libitum exhibieron una mayor expresion del ARNm de Fasn que
animales del grupo cafeteria (p<0,05, test de la t de Student), esta diferencia no se
observo en condiciones de ayuno. Ademas, los niveles de expresion de este gen
disminuyeron en los grupos en condicion de ayuno, tanto en controles como en
cafeteria, sin embargo el porcentaje de esta reduccion fue mas pronunciado en el grupo
control. Respecto al Insr, sélo los animales control, mostraron un incremento en los
niveles de expresion de ARNm de este gen en condicion de ayuno en comparacion con
la condicion de alimentacion ad libitum (p<0,05, test de la t de Student), por lo que los
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 menor
expresion de Pnpla2 y una mayor expresion de Cptlb que los controles (p<0,05, efecto
dieta, ANOVA de dos factores).

Finalmente, como se refleja en los niveles de leptina circulante y en relacion con la
mayor cantidad de grasa corporal, los animales alimentados 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 (p<0,05, efecto ayuno,
ANOVA de dos factores).
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4.1.2. Discusioén

Este estudio tenia como objetivo examinar la influencia de una exposicion corta a una
dieta de cafeteria durante etapas tempranas en crias de ratas sobre la adaptacion
molecular a las condiciones de ayuno/alimentacion en oOrganos clave para el
metabolismo, con la finalidad de conocer los eventos moleculares que pueden
condicionar los efectos mas a largo plazo de este tipo de dieta. Con este propdsito, crias
macho de 10 dias de edad fueron expuestas a una dieta de cafeteria, edad aproximada en
la que ocurre la transicion natural de la dependencia de leche materna al consumo de
alimentos solidos (Oliver, Pico et al. 2002), y se analiz6 el estado metabdlico al dia 22
(después del destete) de estos animales bajo condiciones de alimentacion y ayuno.
Elegimos la dieta de cafeteria debido a que se ha descrito como una herramienta
interesante para inducir hiperfagia voluntaria y, por lo tanto, desarrollo de
sobrepeso/obesidad en ratas; ademas refleja en gran medida el comportamiento de una
dieta occidental en humanos (Pico, Pons et al. 1991; Akyol, McMullen et al. 2012;
Oliver, Reynes et al. 2013). Curiosamente, en este estudio hemos observado una gran
acumulacion de grasa en ausencia de incremento de peso corporal, un efecto que no ha
sido descrito anteriormente y que pudo haber pasado desapercibido, que ademas puede
ser perjudicial particularmente en edades tempranas y de esta forma condicionar la salud
metabdlica en edades adultas.

La ingesta de la dieta de cafeteria por un corto periodo de tiempo (12 dias) en crias
macho de 10 dias de edad indujo hiperfagia y por lo tanto un exceso de calorias
consumidas, de las cuales el 46% provenia de la grasa. La hiperfagia se acompafié de un
marcado aumento de los depoésitos de grasa corporal, tras este corto periodo, los
animales cafeteria tuvieron casi el doble de grasa corporal que las ratas control. La
acumulacién excesiva de grasa corporal durante etapas infantiles es motivo de especial
preocupacion, ya que un rapido crecimiento y una adiposidad temprana en humanos han
sido propuestos como marcadores tempranos de obesidad en edad adulta (Brisbois,
Farmer et al. 2012). Ademas, varios estudios en animales han mostrado que la
exposicion materna a “comida basura” o a una dieta de cafeteria durante la gestacion y
la lactancia provoca una adiposidad irreversible en crias, incluso cuando estas crias son
alimentadas con una dieta balanceada después del destete (Bayol, Simbi et al. 2005;
Bayol, Simbi et al. 2008). Por otra parte, el comportamiento alimentario también se ve
afectado por una exposicion temprana a la “comida basura”, favoreciendo el gusto por
este tipo de alimentos (Bayol, Farrington et al. 2007), o produciendo cambios
estructurales que afectan a los mecanismo de saciedad (Wright, Fone et al. 2011).
Ademas de la hiperfagia observada en los animales alimentados con dieta de cafeteria,
la composicion desequilibrada de la dieta (alta en grasa y baja en proteinas) también
podria ser responsable en parte de los efectos observados en este estudio.

El eje hipotalamo-tejido adiposo contribuye de manera muy importante en el control de
la ingesta de alimentos. La leptina juega un papel esencial en esta regulacién, debido a
que es secretada principalmente por el tejido adiposo en proporcion a la cantidad de
grasa almacenada y a través de su interaccion con su receptor hipotalamico incrementa
la expresion de neuropéptidos anorexigénicos e inhibe la expresion de neuropéptidos
orexigénicos, particularmente el Npy (Schwartz, Woods et al. 2000). Los animales
alimentados con dieta de cafeteria presentaron niveles circulantes de leptina altos,
reflejando el mayor tamafio de los depdsitos de grasa corporal y una baja expresion
hipotalamica de Npy (asociada con una elevada sefializacion de la leptina) comparados
con los animales control. Sin embargo, la elevada ingesta caldrica observada en estos
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animales, estd por encima de sus necesidades metabdlicas, y representa una clara
disfuncion en el control de la ingesta y del balance energético. El fracaso de esta
hiperleptinemia en producir alguna reduccion compensatoria de la ingesta puede ser
interpretada como una evidencia de la resistencia a la leptina (Morrison, Huypens et al.
2009). Ademas, en comparacion con los animales control, los animales alimentados con
dieta de cafeteria mostraron una atenuada activacion de la via orexigenica, por ejemplo
el ratio de los niveles de expresion de ARNm de Npy/Pomc, después de un ayuno de 12
horas, también indica una alteracion en la respuesta a las condiciones de
alimentacion/ayuno.

Aungue los animales alimentados con dieta de cafeteria no mostraron cambios en los
niveles circulantes de insulina comparados con sus controles, parecen presentar otras
alteraciones relacionadas con la sefalizacion de la insulina a nivel periférico,
particularmente en el TAB. La sefializacion de la insulina en el TAB favorece el
almacenamiento lipidico al estimular la sintesis de triglicéridos e inhibir su degradacion.
Durante el ayuno, los niveles bajos de insulina ayudan a inhibir la lipogénesis e
incrementar la lipolisis (Palou, Priego et al. 2008). Es de destacar, que en condiciones
de ayuno, los animales alimentados con dieta de cafeteria no disminuyeron la expresion
de factores de transcripcion relacionados con la lipogénesis, Pparg y Srebfl, a pesar de
estar en una situacién de demanda energética, lo que indicaria una alteracion en la
respuesta a las condiciones de ayuno/alimentacion. Por otro lado, la reducida capacidad
lipolitica encontrada en los animales alimentados con dieta de cafeteria podria explicar
la menor reduccion del tamafio en los depdésitos de grasa que muestran estos animales
bajo condiciones de ayuno en comparacién con los controles. La activacion de la
hidrolisis de los triglicéridos almacenados ocurre durante la inanicion a través de la
accion de lipasas (como la ATGL) y otros reguladores localizados en las gotas lipidicas.
Por ejemplo, varias proteinas asociadas a los gotas lipidicas se conoce que estan
relacionadas con su la fisiologia (Boren, Taskinen et al. 2013). Entre ellas, CIDEA se ha
propuesto como regulador de la homeostasis energética (Zhou, Yon Toh et al. 2003).
CIDEA se localiza en las gotas lipidicas y regula su agrandamiento, restringiendo asi la
lipolisis y favoreciendo el almacenamiento de lipidos. La expresion de CIDEA est4
controlada por PPARy. Agonistas del PPARy incrementan la expresion de Cidea, por lo
que favorecen el almacenamiento de lipidos. Se ha observado que una depresion de
CIDEA incrementa notablemente la lipolisis en adipocitos humanos (Puri, Ranjit et al.
2008). De hecho, ratones que carecen del gen que codifica para CIDEA presentan un
fenotipo delgado, una lipolisis incrementada y resistencia a la obesidad inducida por la
dieta y a la obesidad (Zhou, Yon Toh et al. 2003). En este estudio hemos, observado
que el ayuno produce una reduccién en la expresion de Cidea en animales control, lo
que puede favorecer el incremento de la lipolisis, cosa que no ocurre en los animales
alimentados con dieta de cafeteria. Esta alteracion en la respuesta a las condiciones
alimentacion, junto con los bajos niveles de expresion de ATGL (la principal lipasa
implicada en la movilizacién de lipidos), que se encontrd en los animales alimentados
con dieta de cafeteria comparado a los controles, sugiere que estos animales presentan
una alteracion para la movilizacion las reservas lipidicas. Estas alteraciones metabdlicas
en TAB de crias alimentadas con dieta de cafeteria pueden contribuir a una gran
acumulacién de grasa y como se presentan a edades tempranas podrian tener mas
relevancia en el desarrollo de patologias relacionadas con la obesidad en edad adulta.
Otras adaptaciones que ocurren en TAB de animales alimentados con dieta de cafeteria,
tales como la reduccion de los niveles de expresion de Slc2a4, Hk2 y Fasn, asi como el
incremento de la expresion de Cptlb, pueden ser interpretados como adaptaciones al
mayor contenido de grasa de esta dieta en comparacion con la dieta control.
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La proteina quinasa activada por AMP (AMPK) es el principal sensor de energia en el
interior de la célula (Hardie, Ross et al. 2012). Normalmente, AMPK detiene la sintesis
y el almacenamiento de lipidos y promueve la oxidacion de &cidos grasos para generar
ATP (Hardie 2007; Canto and Auwerx 2010). La obesidad inducida por una dieta alta
en grasas en ratas se ha asociado generalmente con una disminucion de la actividad de
la AMPK en multiples tejidos (Lindholm, Ertel et al. 2013). No obstante, aqui hemos
encontrado que los animales cafeteria presentan en el higado mayores niveles del ratio
PAMPK/AMPK que las ratas control, bajo condiciones de ayuno y alimentacion, lo cual
sugiere una mayor activacion de la via de la AMPK. Estos resultados diferentes podrian
explicarse por la diferencia en el periodo y la duracion del dieta obesogénica, y por las
alteraciones producidas en la sensibilidad a la leptina, la cual podria afectar a la relacion
leptina-AMPK. Se ha descrito que la leptina incrementa la via de la AMPK tanto en
musculo como en higado (Minokoshi, Kim et al. 2002; Pico, Jilkova et al. 2011;
Hasenour, Berglund et al. 2013). Por lo tanto, el incremento en los niveles de leptina en
plasma junto con una mayor expresion del ARNm del receptor de leptina en higado,
como ocurre en los animales del grupo cafeteria, podrian ser responsables del
incremento de la activacion de la via de AMPK observada en estos animales,
independientemente de la presencia de indicadores tempranos de resistencia a la leptina
en otros tejidos, particularmente a nivel hipotalamico. La via del metabolismo de los
acidos grasos es una de las mejor caracterizadas bajo la regulacién de la via de la
AMPK (Yuan, Xiong et al. 2013). La AMPK puede inhibir la expresion de enzimas
implicadas en la sintesis de &cidos grasos a nivel de transcripcion, probablemente a
través de la via de regulacion de SREBP1c (Li, Xu et al. 2011). De hecho, encontramos
que los animales del grupo cafeteria presentan una menor expresion de genes
lipogénicos (Srebfl, Fasn y Scdl) bajo condiciones de alimentacion ad libitum,
comparados con los animales control, y una elevada expresion de genes relacionados
con la oxidacién de acidos grasos (Ppara, Cptla y Pdk4). Los animales alimentados con
una dieta de cafeteria también presentaron un incremento en los niveles de expresion del
receptor de insulina y altos niveles de proteina de InsR en higado. Se sabe que la
insulina regula directamente la expresion de Srebplc (Foretz, Pacot et al. 1999). Por lo
tanto, la menor activacién de la expresion de Srebfl, y en consecuencia de sus dianas
directas como Fasn y Scdl, bajo condiciones de alimentacion que ocurre en los
animales del grupo cafeteria comparados con sus controles, aunque tengan una mayor
abundancia de InsR, se podria interpretar como una fallo en la sefializacion de la
insulina. Muchos estudios en animales jovenes muestran que las dietas altas en grasa
producen un rapido deterioro en la sensibilidad a la insulina (Revisado en (Morrison,
Huypens et al. 2009)), lo cual podria favorecer la progresién de la resistencia a la
insulina conduciendo al desarrollo de obesidad y diabetes. Sin embargo, si la
sefializacion a la insulina en el higado se encuentra alterada en nuestro modelo no esta
del todo claro, ya que no se encontraron alteraciones en los niveles de insulina
plasmatica o de AKT en higado, implicada en la via de la sefializacion a la insulina. Por
lo tanto, estos resultados sugieren que la exposicién durante un periodo corto con dieta
de cafeteria en ratas jovenes afecta el metabolismo hepatico; el higado sufre
adaptaciones moleculares aparentemente dirigidas a mantener la homeostasis energética
bajo este estrés dietético, principalmente se produce una disminucion en la expresion de
genes lipogénicos y el incremento en los niveles de expresion de genes relacionados con
la oxidacion de acidos grasos, probablemente por activacion de la via leptina-AMPK.
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4.1.3. Conclusiones

Hemos demostrado que, la introduccion de una dieta de cafeteria durante un periodo
corto en etapas tempranas en ratas, es suficiente para alterar la respuesta metabolica a
las condiciones de alimentacion y ayuno en érganos clave del metabolismo energético,
particularmente en TAB. Ademas existe una mayor hiperfagia y una gran acumulacion
de grasa corporal, a pesar de que no se observan diferencias importantes en el peso
corporal.
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4.2. Capitulo 2

En rata, la predisposicion a la obesidad en la progenie causada por una
dieta materna obesogénica es prevenible al normalizar la dieta antes
del apareamiento

En este estudio se pretende analizar si los efectos perjudiciales presentes en las crias que
se asocian con la obesidad materna pueden ser revertidos al eliminar la dieta
obesogénica de las madres antes del apareamiento. Para ello ratas hembra fueron
alimentadas con una dieta de cafeteria desde el dia 10 hasta el dia 100 de vida,
posteriormente cambiaron a una dieta estandar (madres postcafeteria). En paralelo un
grupo control de ratas hembra fue alimentado con una dieta estdndar. Un mes después
de eliminar la dieta de cafeteria tanto las hembras del grupo control como de
postcafeteria fueron apareadas con machos controles. En el destete, crias macho y
hembras de madres control y postcafeteria fueron alimentadas con dieta estandar hasta
los 4 meses de edad. Las ratas alimentadas con una dieta de cafeteria presentaron mayor
peso y grasa corporal que las controles. Al eliminar la dieta de cafeteria se produjo una
disminucion en el peso y la grasa corporal, aunque permanecieron aumentados con un
8% y 13% de diferencia respectivamente en comparacion con el grupo control en el
momento del apareamiento. Durante el periodo de lactancia no se encontraron
diferencias en el peso corporal entre los grupos; sin embargo las madres postcafeteria
presentaron 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 los controles. A las 15 semanas de edad las crias de madres postcafeteria no
presentaron alteraciones en los parametros bioquimicos analizados. Por tanto, eliminar
la dieta de cafeteria en ratas obesas un mes antes del apareamiento, aunque sin una
completa reversion del exceso de peso corporal, puede prevenir los efectos perjudiciales
asociados con la obesidad materna en las crias. Por otro lado, la mayor proteccion de las
crias de madres postcafeteria frente a la ganancia de peso corporal, puede estar
relacionada con la mayor cantidad de ingesta de leptina durante el periodo de lactancia.
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4.2.1. Resultados

Obtencion del modelo de madres postcafeteria.

Es sabido que la obesidad materna puede producir efectos negativos en la salud
metabolica de la descendencia. También sabemos que la restriccion calorica durante las
primeras etapas de la gestacion repercute de forma negativa en la descendencia. Por
ello, aunque parezca razonable aconsejar una pérdida de peso en mujeres antes del
embarazo, es necesario conocer y establecer los periodos en los que se produce esta
pérdida de peso, para evitar efectos negativos en la descendencia. Por tanto, tal como se
ha planteado en el objetivo 2 quisimos estudiar cudl es el efecto en ratas que se produce
al quitar una dieta obesogénica y cambiarla por una dieta estandar, tratando de imitar lo
que seria la intervencion con una dieta equilibrada antes del embarazo.

Para ello primero, como se indica en la Tarea 2.1 dentro del objetivo 2, desarrollamos
un modelo de obesidad inducida por dieta de cafeteria (modelo postcafeteria). Como ha
sido descrito antes (Pico, Pons et al. 1991), la introduccion de una dieta de cafeteria en
edades tempranas produce una obesidad irreversible en etapas adultas. Por esta razén
expusimos a ratas hembra a una dieta de cafeteria desde el dia 10 hasta el dia 100 de
vida. Como se muestra en la Figura 4.5a las ratas alimentadas con una dieta de cafeteria
presentan un mayor peso corporal a partir del dia 42 de vida en comparacion con las
ratas del grupo control (p<0,05, test de la t de Student), esta diferencia continua hasta el
dia 100. Al finalizar el periodo de exposicion a la dieta de cafeteria, los animales
alimentados con dieta de cafeteria presentaron un 30% mas de peso corporal que las
controles. A partir del dia 100 de vida todos los animales fueron expuestos a una dieta
control (periodo postcafeteria). Durante el periodo postcafeteria se observd una
reduccion del peso corporal de los animales alimentados previamente con dieta de
cafeteria, aunque siguieron manteniendo una diferencia estadisticamente significativa
respecto al grupo control (p<0,05, test de la t de Student) hasta el dia 130, cuando
fueron apareadas con ratas macho control. En este punto (dia 130), las ratas
postcafeteria presentaron un 8% de diferencia de peso corporal respecto al grupo
control. Adicionalmente al peso corporal también se midio6 el porcentaje de masa grasa.
Como se muestra en la Figura 4.5b, aunque no se observaron diferencias en el peso
corporal hasta el dia 42 de vida, ya en el destete las ratas alimentados con dieta de
cafeteria presentan un mayor contenido grasa corporal en comparacién con las
controles. Al dia 100 (final del periodo de dieta de cafeteria) los animales alimentados
con dieta de cafeteria presentaron un 24% mas de grasa corporal que el grupo control
(p<0,05, test de la t de Student). Después de 30 dias del periodo postcafeteria, aunque la
diferencia en el porcentaje de grasa corporal disminuye, los animales postcafeteria
siguen presentando un 13% mas de grasa corporal que el grupo control (p<0,05, test de
la t de Student).

En total, 20 ratas control y 24 ratas postcafeteria fueron apareadas con machos controles
(dia 130). Finalmente 9 hembras del grupo control y 12 hembras del grupo postcafeteria
quedaron embarazadas dentro de la primer semana de apareamiento y continuaron en
nuestro estudio. Como se observa en la Figura 4.6 no hubo diferencias en el peso
corporal durante el periodo de lactancia. Sin embargo el contenido de grasa corporal,
que fue medido en los dias 5, 10 y 15 de lactancia, fue mayor en las ratas del grupo
postcafeteria comparado con las controles (p<0,05, test de la t de Student) y el
contenido de masa magra, menor. Se midié ademas la ingesta energética (Kcal) durante
el periodo de lactancia, y se pudo observar que las madres control presentaron una
ingesta mayor que las madres postcafeteria (p<0,05, test de la t de Student).
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Figura 4.5. Obtencion del modelo de madres postcafeteria. a) Evolucién del peso corporal del
grupo control y del grupo postcafeteria (ratas alimentadas con dieta de cafeteria desde el dia 10
hasta el dia 100 de vida y con dieta control a partir de dia 100). b) Porcentaje de grasa corporal
de ratas del grupo control y del grupo postcafeteria a los dias 21, 100 y 130 de vida. Los datos
son la media + SEM (n=20-24 animales por grupo). Estadistica: TxG, efecto interactivo tiempo
y grupo, ANOVA de medidas repetidas; para controles a#b, para postcafeteria AZB#C (p<0,05,
Bonferroni posthoc); #, postcafeteria versus control (p<0,05, test de la t de Student).
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Figura 4.6. Peso, grasa corporal, masa magra e ingesta de ratas del grupo control y del grupo
postcafeteria registrados durante el periodo de lactancia a los dias 5, 10 y 15. Los datos son la
media £ SEM (n=9-12 animales por grupo). ). Estadistica: T, efecto tiempo, G, efecto grupo y
TXG, efecto interactivo tiempo y grupo, ANOVA de medidas repetidas; para controles a#b#c,
para postcafeteria AZB#C (p<0,05, Bonferroni posthoc); #, postcafeteria versus control (p<0,05,
test de la t de Student).

A continuacién analizamos los efectos de la reversion de la dieta de cafeteria antes del
apareamiento en ratas hembra que presentan obesidad inducida por la dieta de cafeteria
(modelo postcafeteria), en la composicién de la leche materna, en particular en péptidos
bioactivos relacionados con la regulacion del balance energético y determinar el efecto
sobre el peso y composicién corporal en la descendencia (ver tarea 2.2).

En concreto analizamos los niveles de leptina, adiponectina e irisina en leche y suero de
ratas control y ratas del grupo postcafeteria a dia 5, 10 y 15 de lactancia (Figura 4.7).
Las madres del grupo postcafeteria presentaron mayores niveles de leptina y
adiponectina en leche durante la lactancia (p<0,05, efecto grupo, ANOVA de medidas
Repetidas). Los niveles circulantes de adiponectina también fueron mayores en ratas del
grupo postcafeteria, comparado con las controles; sin embargo los de leptina sélo fueron
mayores a dia 5 de lactancia. Los niveles de irisina en leche descendieron a partir del
dia 5 de lactancia tanto en madres control como en madres del grupo postcafeteria, sin
embargo este descenso fue mas pronunciado en madres del grupo postcafeteria (p<0,05,
efecto interactivo tiempo y grupo, ANOVA de medidas Repetidas). De hecho, las
madres del grupo postcafeteria presentaron menores niveles de irisina en leche que las
controles tanto en dia 10 como en dia 15 (p<0,05, test de la t de Student). No hubo
cambios significativos en los niveles circulantes de irisina. No se observaron diferencias
en los niveles de triglicéridos y proteinas de la leche.
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Figura 4.7. Niveles de leptina, adiponectina e irisina en leche y suero y triglicéridos y proteinas
en leche de madres del grupo control y del grupo postcafeteria registrados durante el periodo de
lactancia a los dias 5, 10 y 15. Los datos son la media + SEM (n=10-12 animales por grupo).
Estadistica: T, efecto tiempo, G, efecto grupo y TxG, efecto interactivo tiempo y grupo,
ANOVA de medidas repetidas; para controles a#b, para postcafeteria A#B (p<0,05, Bonferroni
posthoc); #, postcafeteria versus control (p<0,05, test de la t de Student).
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Efecto en el peso corporal de la descendencia.

Para determinar el efecto sobre el peso y composicion corporal en la descendencia de la
reversion de la dieta obesogénica antes del apareamiento (Tarea 2.2), estudiamos las
crias de madres control y postcafeteria. El dia del nacimiento fue considerado dia 0. Dia
1 se igualaron todas las camadas a 10 crias por camada. Las crias de madres del grupo
postcafeteria presentaron un menor peso corporal ya desde el dia 1 de vida (en el caso
de las crias macho) y desde el dia 2 en el caso de las crias hembra (p>0,05, test de la t
de Student). La diferencia en el menor peso corporal se mantiene hasta el destete en las
crias macho y hasta el dia 11 en las crias hembra (ver Figura 4.8). En el destete no se
observaron diferencias significativas en el porcentaje de grasa corporal entre crias de
madres control y crias de madres postcafeteria (ver Figura 4.8).
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Figura 4.8. Peso corporal durante la lactancia y porcentaje de grasa corporal en el destete (21
dias de edad) de crias de madres control y postcafeteria. Los datos son la media + SEM.
Estadistica: #, postcafeteria versus control (p<0,05, test de la t de Student).

A partir del destete (21 dias) las crias de madres control y postcafeteria fueron
estabuladas de dos en dos y alimentadas con una dieta control estdndar. 1 semana
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después del destete (4 semanas de edad) ya no hubo diferencias significativas en el peso
corporal entre las crias macho de madres control y las crias de madres postcafeteria
(Figura 4.9). Sin embargo, méas a largo plazo, las crias de madres postcafeteria
presentaron menor peso corporal en comparacion con las crias de madres control. Esta
diferencia fue estadisticamente significativa a partir de la semana 8 de edad en hembras
y la semana 9 en machos (p<0,05, test de la t de Student). Se midi6 la composicion
corporal, y se observé que a las 14 semanas de edad no habia cambios significativos ni
el porcentaje de grasa corporal ni en el porcentaje de masa magra (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Peso corporal, porcentaje de grasa corporal y porcentaje de masa magra de crias de
madres control y postcafeteria de las 4 semanas de edad hasta la semana 14. Todos los grupos
estan expuestos a una dieta control. Los datos son la media £+ SEM (n=16-22). Estadistica: #,
postcafeteria versus control (p<0,05, test de la t de Student).

A las 15 semanas, extrajimos una muestra de sangre de la vena safena en condiciones de
alimentacion ad libitum y ayuno de 12 h, para determinar parametros bioquimicos y
analizar su estado metabdlico (Tabla 4.2). Las crias de madres del grupo postcafeteria
presentaron niveles circulantes de glucosa e insulina e indice HOMA similares a los del
grupo control, tanto machos como hembras. En condiciones de alimentacion ad libitum,
las crias hembra de madres postcafeteria mostraron una mayor leptinemia que sus
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controles (p<0.05, test de la t de Student). En términos generales, la respuesta al ayuno
fue similar en crias de madres control y postcafeteria. Sin embargo, mientras que las
crias macho del grupo control aumentan los niveles de NEFA circulantes en condiciones
de ayuno, estos niveles estan ya aumentados en las crias del grupo postcafeteria
(p<0,05, efecto interactivo ayuno y grupo, ANOVA de medidas repetidas).

Tabla 4.2. Parametros circulantes de crias de madres del grupo control y del grupo postcafeteria
a las 15 semanas de edad en condiciones de alimentacién ad libitum o ayuno de 12h.

Machos Hembras
Control Postcafeteria | ANOVA | Control Postcafeteria | ANOVA
Glucosa Ad libitum 153+7 149 + 4 A 126 + 4 123 2 A
(mg/dL) Ayuno 105 £ 3* 105 £ 2% 97 £ 5+ 94 +2*
Insulina (ug/L) | Ayuno 0,30 0,02 0,027 +0,01 0,25+ 0,01 0,26 + 0,01
HOMA Ayuno 1,91+0,17 1,71 +£0,07 1,44 £0,08 1,42 +0,07
Leptina Ad libitum 5811 + 508 5161 + 383 A 3133 +293 4133 +317# AG
(pg/mL) Ayuno 1941 +211* | 1932 + 165* 1514 £207* | 1111 +104*
Ad libitum 1,13+0,12 1,69 +0,14# 1,43+0,19 1,44 +0,15
NEFAs (mM) AXG
Ayuno 1,62 +0,12* 1,60+0,1 1,31+0,10 1,67 +0,11#
Estadistica: # postcafeteria vs control (p<0,05, test de la t de Student). *, Ayuno vs alimentacién ad libitum
(p<0,05, test para muestras pareadas). Los datos son la media + SEM (n=16-22), A, efecto condicién de
alimentacion (ad libitum/ayuno); GxF, efecto interactivo entre grupo y condicién de alimentacion, (p<0,05,
ANOVA de medidas repetidas).

4.2.2. Discusioén

Este estudio tenia como objetivo desarrollar un modelo de obesidad inducida por dieta
de cafeteria (modelo postcafeteria), con la finalidad de analizar los efectos de la
reversion de ésta dieta obesogénica en ratas hembra antes del apareamiento, en la
composicion de la leche materna, en particular de la leptina, péptido bioactivo
relacionado con la regulacion del balance energético y determinar el efecto sobre el
peso y composicion corporal en la descendencia. Con este prop6sito se expusieron ratas
hembra a una dieta de cafeteria desde el dia 10 hasta el dia 100 de vida, como se ha
mencionado anteriormente, ya que la introduccion de la dieta obesogénica en edades
tempranas produce efectos mas persistentes que si la dieta se introduce en la edad adulta
(Pico, Pons et al. 1991; Proenza, Llado et al. 1992; Oliver, Reynes et al. 2013). La
eleccion de este tipo de dieta se debe a que esta es una herramienta importante para
inducir hiperfagia voluntaria y en consecuencia producir el desarrollo de
sobrepeso/obesidad en ratas; reflejando en gran medida el comportamiento alimenticio
de la dieta occidental (Pico, Pons et al. 1991; Akyol, McMullen et al. 2012; Oliver,
Reynes et al. 2013). Como era de esperar, las ratas alimentadas con dieta de cafeteria
presentaron un rapido incremento de peso en comparacion con los animales control
como resultado del elevado porcentaje en lipidos y carbohidratos que presenta la dieta
de cafeteria. Este aumento de peso corporal, se debe, en parte a la elevada acumulacién
de los depositos de grasa, lo que confirma las propiedades obesogénicas de la dieta de
cafeteria, descritas anteriormente (Pico, Pons et al. 1991; Akyol, McMullen et al. 2012;
Oliver, Reynes et al. 2013).

La obesidad y sus alteraciones metabolicas asociadas son los factores de riesgo que
condicionan el estilo de vida y la salud en la poblacién de los paises desarrollados. Las
enfermedades metabolicas que se generan como producto de la obesidad y el sobrepeso
son la combinacion de varios factores incluyendo, genéticos, fisiologicos y de influencia
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ambiental (Vickers 2014). Una alteracion en la condicion de alimentacion durante el
embarazo por parte de la madre puede generar consecuencias metabdlicas en etapas
tardias, especialmente en el desarrollo de obesidad y resistencia a la insulina (Vickers,
Gluckman et al. 2005). Se ha descrito que la obesidad durante el embarazo es un
problema de salud importante debido a los riegos que se desarrollan tanto para la madre
como para el recién nacido, entre los que se incluyen muerte fetal y diabetes gestacional
(Catalano and Ehrenberg 2006). Existe evidencia epidemioldgica derivada de estudios
en animales que han demostrado que la obesidad materna genera consecuencias a largo
plazo para las crias, propiciando el desarrollo de enfermedades metabdlicas en edad
adulta (Alfaradhi and Ozanne 2011); de acuerdo a lo anterior podemos observar que
existen investigaciones enfocadas en el fendbmeno de programacion fetal, sin embargo
no hay resultados que nos indiquen los efectos que puede generar la normalizacion de la
dieta después de un periodo obesogénico en la composicién corporal de las crias en
etapas adultas; a nivel dietético podriamos considerar que el periodo de postcafeteria de
nuestro experimento es una forma de restriccion calérica. Ha sido ampliamente
discutido el hecho de que las restricciones energéticas antes del embarazo pueden
afectar tanto la salud de la madre como del recién nacido, cuando dichas restricciones se
realizan sin ninguna supervision médica, debido a la deficiencia de micronutrientes
como el calcio o el hierro indispensables para un buen desarrollo fetal (Ritchie and King
2000; Christian 2010; Pharoah, Buttfield et al. 2012; Black, Victora et al. 2013).
Ademas, hay pocos estudios sobre el efecto que tienen las intervenciones dietéticas, con
el fin de reducir el peso corporal materno antes de la gestacién. Por ello, quisimos
estudiar los efectos de la eliminacion de la dieta de cafeteria, antes del embarazo.
Durante el periodo postcafeteria, se pudo observar una disminucién en el peso corporal
de las ratas que previamente habian sido alimentadas con una dieta de cafeteria. Esta
disminucion es en parte a una menor ingesta que se observa en estos animales,
acompafiado por el cambio de la composicién de macronutrientes de la dieta,
especificamente de lipidos, ya que mientras la dieta de cafeteria contiene 46,3% de las
calorias en forma de lipidos, la dieta control contiene solamente un 8% de calorias en
forma de lipidos. El valor heddnico de los alimentos hace referencia a una ingesta
controlada por sistemas neuronales (Berthoud 2011) y por sefiales homeostaticas que
regulan el consumo, segun la palatabilidad y sabor de los alimentos (Reid 1985; Levine
and Billington 1997; Herz 1998). Al cambiar la dieta de cafeteria (caracterizada por una
amplia variedad de alimentos) por una dieta control hubo menor ingesta de alimentos en
las ratas postcafeteria, estudios en animales y en humanos han demostrado que una dieta
con mayor variedad provoca un mayor consumo de alimentos (Raynor and Epstein
2001), el hecho de eliminar dicha variedad conduce a un cambio en la actividad de
sensores de saciedad disminuyendo la ingesta de alimentos (Raynor, Niemeier et al.
2006). La menor ingesta de alimentos de las madres del grupo postcafeteria comparado
con las madres control, se mantuvo durante la gestacion y hasta el final del periodo de
lactancia.

A pesar de la menor ingesta que presentan las madres del grupo postcafeteria con
respecto a las controles, los efectos de la dieta de cafeteria no llegan a ser
completamente revertidos. Los niveles de grasa corporal de las ratas postcafeteria,
aunque se produzca una reduccion de peso y grasa corporal despues de consumir
durante 30 dias una dieta control, siguen siendo mayores que el grupo control. De hecho
los niveles de grasa corporal siguen siendo mayores en las madres postcafeteria hasta el
final de la lactancia. En otro estudio en donde el periodo postcafeteria se mantuvo
durante 10 semanas tampoco se observd una reversion completa en el peso corporal
(Rodriguez, Roca et al. 2003).
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El periodo de lactancia representa una etapa de requerimientos energéticos importantes
en donde las reservas de grasa desempefian un papel importante en la regulacién
hormonal. Se caracteriza ademés por una movilizacion intensa de lipidos, en respuesta
al aumento de procesos fisioldgicos y metabolicos que mantienen un continuo flujo de
energia para el mantenimiento de procesos vitales y para la sintesis de leche (Drackley
1999; Drackley JK 2005). Curiosamente, observamos que las madres postcafeteria
mantienen también durante la lactancia la diferencia en los niveles de grasa corporal en
comparacion con las madres control. De hecho también las madres del grupo
postcafeteria presenta niveles de leptina en suero, durante el periodo de lactancia méas
elevados que en las controles; considerando que la leptina es secretada principalmente
por los adipocitos en proporcién a la cantidad de tejido adiposo y que se ha relacionado
con los niveles de adiposidad materno se correlaciona con los niveles de leptina en leche
(Considine, Sinha et al. 1996; Savino and Liguori 2008; Savino, Liguori et al. 2010), se
puede asumir que la hiperleptinemia observada en los animales postcafeteria estan
positivamente correlacionada con el indice de masa corporal.

Esta mayor adiposidad materna se traduce en cambios en los niveles en leche materna
de hormonas implicadas en la homeostasis energética, como son la leptina y la
adiponectina, sin que haya cambios importantes en la concentracion de macronutrientes
(lipidos y proteinas). Sabemos que la leptina esta también presente en la leche materna
(Casabiell, Pineiro et al. 1997; Houseknecht, McGuire et al. 1997) y proviene del suero
o por la produccion por la glandula mamaria (Smith-Kirwin, O'Connor et al. 1998).
Ademas, los niveles de leptina en leche humana son variables entre la poblacion, existe
una correlacion positiva entre las concentraciones del leptina en leche y las
concentraciones en plasma y la adiposidad (Houseknecht, McGuire et al. 1997; Uysal,
Onal et al. 2002). De manera similar, los niveles de adiponectina en leche también se
asocian positivamente con la adiposidad materna (Martin, Woo et al. 2006; Wang,
Zhang et al. 2011). Con respecto a la irisina, en nuestro estudio, vemos como los niveles
en leche materna parecen no depender del grado de adiposidad materno. Si bien, cabe
destacar que hasta el momento s6lo se ha descrito la presencia de irisina en leche
materna en un anico estudio (Aydin, Kuloglu et al. 2013) en el que se describe que la
concentracion de irisina en la leche es menor en mujeres lactantes con diabetes mellitus
gestacional que en la leche de mujeres lactantes sanas (Aydin, Kuloglu et al. 2013), y no
hay datos sobre su relacién con la adiposidad materna. Por tanto, la mayor adiposidad
que presentan las madres del grupo de postcafeteria durante el periodo de lactancia se
corresponde con niveles de leptina en leche méas elevados en las madres postcafeteria en
comparacion con las madres control.

Existen numerosas evidencias, tanto en humanos como en ratas, del papel de la leptina,
como componente de la leche materna, en la futura prevencién del desarrollo de
obesidad en la edad adulta. En nifios, los niveles de leptina en leche estan negativamente
correlacionados con el incremento de indice de masa corporal durante los primeros
meses de vida (Doneray, Orbak et al. 2009; Schuster, Hechler et al. 2011) e incluso con
la ganancia de peso corporal hasta los 2 afios de edad (Miralles, Sanchez et al. 2006). En
animales la suplementacion con dosis fisioldgicas de leptina durante la lactancia
también tiene un efecto preventivo del desarrollo de obesidad y sobrepeso en etapas
adultas (Pico, Oliver et al. 2007; Sanchez, Priego et al. 2008), tanto con una dieta
normolipidica como con una dieta hiperlipidica. Ademas la suplementacion con dosis
fisioldgicas de leptina se ha relacionado con efectos positivos previniendo la aparicion
de caracteristicas metaboélicas propias del sindrome metabdlico: los animales
suplementados con leptina oral durante la lactancia presenta, en la edad adulta, una
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mayor sensibilidad a la insulina y a la leptina y una menor preferencia por los alimentos
ricos en grasas (Sanchez, Priego et al. 2008). Por tanto, la diferente composicién de
péptidos bioactivos en la leche materna podria afectar a la programacién metabdlica en
la descendencia.

Nuestros resultados muestran que las crias de madres postcafeteria, tanto machos como
hembras, tienen una menor ganancia de peso corporal en la edad adulta en comparacion
con las crias de madres control, sugiriendo que las crias de madres del grupo
postcafeteria presentan resistencia frente a la ganancia de peso. Ademas, no presentan
alteraciones ni en el porcentaje de grasa corporal ni en los parametros sanguineos, tanto
en condiciones de alimentacion como en ayuno. No obstante, algunas investigaciones
concluyen que el sobrepeso antes o durante la gestacién condiciona a las crias de
madres obesas al desarrollo de adiposidad y ganancia de peso (Revisado en (Lecoutre
and Breton 2015)). Un modelo de obesidad inducida por dieta en ratones muestra que
las crias tienen un aumento en la adiposidad después de tener un peso normal en el
momento del nacimiento (Shankar, Harrell et al. 2008), también otros estudios en
ratones y ovejas han demostrado que la obesidad materna genera adiposidad desde la
etapa fetal (Muhlhausler and Smith 2009; Borengasser, Zhong et al. 2013) y en etapas
adultas (Murabayashi, Sugiyama et al. 2013) lo que resulta en un aumento del tejido
adiposo blanco. Sin embargo, cabe destacar que en dichas investigaciones no se ha
incluido el periodo de postcafeteria como una forma de normalizacion de la dieta antes
del embarazo.

Por tanto, nuestro estudio parece indicar, que la eliminacion de la dieta obesogénica
antes del embarazo, sustituyéndola por una dieta control, baja en grasa, previene los
efectos negativos de la obesidad materna en la descendencia. Cabe destacar, que en
nuestro modelo experimental no hemos conseguido una completa normalizacion del
peso ni del porcentaje de grasa corporal materno. Un factor fundamental, que puede
participar de manera importante en la prevencion de la ganancia de peso corporal de las
crias de madres postcafeteria, son los altos niveles de leptina que presentaron las madres
postcafeteria. Por tanto, las crias de madres postcafeteria podrian haber estado expuestas
a una mayor ingesta de leptina durante la lactancia, en comparacién con las crias de
madres control, y podria condicionar la prevencion de la ganancia de peso corporal de
las crias. La funcion de la leptina en el desarrollo y la programacion metabdlica puede
implicar mecanismos a nivel central y periférico (Petrik, Reusens et al. 1999;
Plagemann, Harder et al. 2000; Vickers, Reddy et al. 2001; Ozanne, Olsen et al. 2003)
previniendo alteraciones en la composicion corporal incluso después de exponerse a un
ambiente obesogénico.

4.2.3. Conclusiones

La eliminacion de la dieta de cafeteria en ratas obesas antes de la gestacion puede
prevenir los efectos perjudiciales en las crias asociados con la obesidad materna, aunque
no se consigue una reversion completa en el exceso de peso. Esta mayor proteccion de
las crias de madres postcafeteria frente al aumento de peso corporal y la acumulacion de
grasa en etapas adultas puede estar relacionada con una mayor ingesta de leptina
durante el periodo de lactancia.
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4.3. Capitulo 3

La normalizacion de la dieta antes de la gestacion en ratas con
obesidad inducida por la ingesta de una dieta de cafeteria previene las
alteraciones metabdlicas en sus crias en etapas tempranas

En este estudio se pretende analizar si la reversion de la dieta obesogénica antes del
apareamiento en ratas hembra, que presentan obesidad inducida por la dieta de cafeteria
(modelo postcafeteria), puede prevenir y/o evitar los efectos perjudiciales de la obesidad
materna en descendencia, méas alla de los efectos fenotipicos (peso y grasa corporal)
descritos en el capitulo 2. Para ello se analizo la expresion de genes en tejidos clave de
la homeostasis energética y su adaptacion metaboélica a condiciones de alimentacion y
ayuno en edades tempranas.Con este fin, ratas hembra fueron alimentadas con una dieta
de cafeteria desde el dia 10 hasta el dia 100 de vida, posteriormente cambiaron a una
dieta estandar (madres postcafeteria). En paralelo un grupo control de ratas hembra fue
alimentado con una dieta estandar. Un mes después de eliminar la dieta de cafeteria
tanto las hembras del grupo control como del grupo postcafeteria fueron apareadas con
ratas macho control. Las crias macho y hembra de madres control y postcafeteria fueron
sacrificados al dia 26 en condiciones de alimentacion ad libitum o tras 12 h de ayuno.
Se analiz6 en el higado, TAB retroperitoneal e hipotalamo la expresion de genes clave
implicados en el metabolismo energético. El nivel de expresion en el hipotalamo de
Ghsr, Lepr, Socs3, Stat3 y Pomc fue menor en las crias de madres postcafeteria. Las
crias macho, pero no las hembras, de madres postcafeteria presentaron menor peso
corporal que las crias de madres control, aunque no hubo diferencias en el contenido de
grasa corporal. Las crias macho de madres postcafeteria no mostraron diferencias en la
expresion de genes implicados en el metabolismo lipidico del higado, ademéas no se
encontraron cambios en condicién de ayuno en genes lipogénicos y lipoliticos en el
TAB retroperitoneal y en el higado. Sin embargo, las crias de madres postcafeteria
mostraron menor expresion de genes lipogénicos (Pparg, Srebfl y Fasn) y lipoliticos
(Pnpla2) tanto en condicion de alimentacion ad libitum como en ayuno en el TAB
retroperitoneal comparado con las crias control. Las crias hembra de madres
postcafeteria presentaron una menor expresion hepatica de genes implicados en la
lipogénesis comparado con las hembras control, aunque la respuesta al ayuno no estaba
alterada. Ademas, no se encontraron cambios en los niveles de expresion de genes
implicados en el metabolismo lipidico en el TAB retroperitoneal. Estos resultados
sugieren que si se elimina la dieta de cafeteria un mes antes de la gestacién 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 en el metabolismo lipidico de sus crias. Si bien, los cambios
asociados al nivel de expresion genica en TAB retroperitoneal en las cria macho y los
cambios asociados al nivel de expresion génica en el higado de las hembras en estas
etapas tempranas podrian condicionar su salud metabdlica en edad adulta.

71



Heriberto Castro Garcia, Tesis Doctoral

4.3.1. Resultados

Peso corporal y parametros séricos

Este estudio tenia como objetivo analizar si el hecho de eliminar una dieta obesogénica
de ratas alimentadas con una dieta de cafeteria un mes antes de la gestacion puede
prevenir los efectos perjudiciales de la obesidad materna sobre la descendencia en la
expresion de genes en tejidos clave de la homeostasis energética. Con este proposito
ratas hembra fueron alimentadas con una dieta de cafeteria desde el dia 10 hasta el dia
100 de vida, posteriormente cambiaron a una dieta estandar (madres postcafeteria)
durante un mes antes de ser apareadas con ratas macho control. Las crias fueron
destetadas a dia 21 y alimentadas con dieta estandar y sacrificadas a los 26 dias bajo
condiciones de alimentacion ad libitum o ayuno de 12 h. Los resultados de peso y
parametros circulantes se muestran en la tabla 4.3.

A los 26 dias de edad, las crias macho de madres postcafeteria presentan un menor peso
corporal que los machos de madres control (p<0,05, efecto grupo, ANOVA de dos
factores); no se observaron cambios significativos en el peso corporal de las hembras.
Después de un ayuno de 12 horas tanto las crias de madres postcafeteria como las crias
de madres control presentan un menor peso corporal comparado con los animales en
condiciones de alimentacién ad libitum (p<0,05, efecto condicién de alimentacion,
ANOVA de dos factores). Ni en machos ni en hembras, se observaron diferencias
significativas ni en el porcentaje de grasa corporal ni en los principales tejidos adiposos
blancos (inguinal, mesentérico, retroperitoneal y epididimal), entre crias de madres
postcafeteria y crias de madres control. En crias machos de madres postcafeteria se
observd, en condiciones de alimentacion ad libitum, un menor peso del higado
comparado con el grupo control (p<0,05, test de la t de Student).

Se midid la ingesta total de alimentos consumidos por las ratas sacrificadas en
condiciones de alimentacion ad libitum, y no se encontré diferencia significativa entre
el grupo control y postcafeteria (datos no mostrados).

En lo que concierne a los parametros circulantes, no se observaron en machos
diferencias significativas en los niveles circulantes de leptina entre las crias de madre
control y madres postcafeteria. No obstante, las crias hembra de madres postcafeteria
tuvieron mayores niveles de leptina comparadas con el grupo control, tanto en
condiciones de alimentacion ad libitum como en ayuno (p<0,05, efecto grupo, ANOVA
de dos factores). Los niveles de glucosa en las crias macho de madres postcafeteria en
condicion de alimentacién ad libitum son mayores que en las crias de madres control
(p<0,05, test de la t de Student). Tanto las crias macho como las hembras de madres del
grupo postcafeteria, presentaron niveles similares de NEFAs a las crias de madres
control y la respuesta al ayuno fue similar en ambos grupos.
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Tabla 4.3. Peso, porcentaje de grasa corporal, peso de los diferentes depdésitos de tejido adiposo
blanco (TAB) e higado, y niveles circulantes de glucosa, leptina y acidos grasos libres de crias
macho y hembra de 26 dias de edad de madres control y postcafeteria, sacrificadas en
condiciones de alimentacion ad libitum o tras 12 h de ayuno.

Machos Hembras
Control Postcafeteria | ANOVA Control Postcafeteria | ANOVA
Ad libitum 655+1,7 55,2 + 1,6# 56,7+2,1 56,3+ 1,6
Peso corporal (g) G A A
Ayuno 52,6 +1,1* 489 +1,5* 46,8 +2,2* 47,6 +1,4*
Grasa Corpora' Ad libitum 99+0,3 98+0,2 A 9,1+04 99+0,3 A
(%) Ayuno 6,3 +0,3* 7,0 £0,3* 6,7 +0,4* 6,5 +0,3*
. . Ad libitum 671+31 614 + 33 640+ 74 590 + 32
TAB inguinal (mg) A A
Ayuno 549 + 33* 553+ 34 534 +52 528 +31
TAB mesentérico Ad libitum 339 +27 305+11 A 306 + 23 289+ 22
(mg) Ayuno 240 + 16* 244 + 16* 224 + 16* 236 + 15%
TAB Ad libitum 127 £11 110+9 91+9 95+7
retroperitoneal A A
(mg) Ayuno 93+ 6* 104 £ 10 65 + 8* 69 + 6*
Ad libitum 132+13 140+ 23 103+ 10 110+ 16
TAB gonadal (mg) A A
Ayuno 93+ 8* 0100 + 10 74 +£10* 76 + 6*
3 Ad libitum 2,74 0,09 2,29 +0,08# 2,20+0,17 2,31+0,13
Higado (9) GXA A
Ayuno 1,83+0,04* | 1,70 £0,06* 1,46 +0,11* 1,58 +0,06*
Ad libitum 153+ 3 164 + 5# 149+3 150+ 4
Glucosa (mg/dL) A A
Ayuno 90 + 5* 87 +5* 94 + 3* 93 +4*
i Ad libitum 1807 + 164 1690 £ 110 1314 + 112 1736 + 128#
Leptina (pg/mL) A G, A
Ayuno 214 + 22* 264 + 60* 211 + 34* 350 +33*#
Ad libitum 0,95+0,21 1,20+0,24 0,89 + 0,09 1,05+0,14
NEFAs (mM) A A
Ayuno 1,75+£0,13* | 2,07 +0,22* 2,29 +£0,20* 1,81+0,19*

Abreviaturas: NEFAs, acidos grasos libres no esterificados; TAB, tejido adiposo blanco;

Estadistica: # Postcafeteria vs control (p<0,05, test de la t de Student). *, Ayuno vs alimentacién ad libitum (p<0,05,
test de la t de Student). Los datos son la media + SEM (n=11-17), G, efecto grupo (control/postcafeteria); A, efecto
condicion de alimentacion (ad libitum/ayuno); GxA, efecto interactivo entre grupo y condicion de alimentacion,
(p<0,05, ANOVA de dos factores).

Expresion de genes relacionados con el balance energético en el hipotalamo

Los niveles de expresion de ARNm del Lepr, Ghsr, Socs3, Stat3, Npy y Pomc en el
hipotdlamo de crias de madres control o postcafeteria se muestran en las Figuras 4.10
(crias macho) y 4.11 (crias hembra).

El nivel de expresion del ARNm de Ghsr, Lepr, Socs3 y Stat3 fue menor en las crias de
madres postcafeteria en comparacion con las crias de madres control, tanto en machos
como en hembras (p<0,05, efecto grupo, ANOVA de dos factores). En las crias macho
de madres postcafeteria se observaron también menores niveles del ARNm del Npy y
Pomc (p<0,05, efecto grupo, ANOVA de dos factores). Las crias hembra de madres
postcafeteria presentaron menores niveles del ARNm de Npy en condiciones de
alimentacion ad libitum pero no en ayunas, comparado con las crias de madres del
grupo control (p<0,05, efecto interactivo, ANOVA de dos factores).

En rasgos generales el ayuno no produjo efectos significativos en la expresion de estos
genes, exceptuando en crias macho, cuya expresion de Socs3 y Pomc fue menor en los
grupos de la condiciéon ayuno comparado con los grupos sacrificados en condicion de
alimentacion ad libitum (p<0,05, efecto ayuno, ANOVA de dos factores). Cabe destacar
que este efecto fue especialmente mas marcado en las crias macho del grupo control que
en las crias postcafeteria (p<0,05, test de la t de Student).
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Expresion hipotalamica de genes relacionados con el metabolismo energético en crias macho

Control Postcafeteria

Ad libitum [ [
Ayuno A

Ghsr Lepr Socs3

150+ 150+

100 T 1004 T

1004

Expresion de ARNm (%)
Exprosion de ARNm (%)
£
Expresion de ARNm (%)

M\
\\\]
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Stat3 Npy 7 Pomc
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Figura 4.10. Expresion de genes relacionados con el metabolismo energético en el hipotalamo
de ratas macho madres control o de madres del grupo postcafeteria. Las crias se destetaron a dia
21 y fueron alimentadas con dieta control hasta su sacrificio (dia 26) bajo condiciones de
alimentacion ad libitum o ayuno de 12h. Los datos son la media + SEM (Control: ad
libitum=12, ayuno=11; Postcafeteria: ad libitum=16, ayuno=17). Los genes analizados fueron:
Ghsr, Lepr, Socs3, Stat3, Npy y Pomc. Estadistica: G, efecto grupo (control/postcafeteria); A,
efecto condicion de alimentacién (ad libitum/ayuno); GxA, efecto interactivo entre grupo y
condicion de alimentacion, (p<0,05, ANOVA de dos factores). # Postcafeteria vs control
(p<0,05, test de la t de Student). *, Ayuno vs alimentacion ad libitum (p<0,05, test de la t de
Student).
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Expresion hipotalamica de genes relacionados con el metabolismo energético en crias hembra

Control Postcafeteria

Ad libitum |:| -
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g T g 2
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3 % H Z
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Figura 4.11. Expresion de genes relacionados con el metabolismo energético en el hipotdlamo
de ratas hembra de madres control o de madres del grupo postcafeteria. Las crias se destetaron a
dia 21 y fueron alimentadas con dieta control hasta su sacrificio (dia 26) bajo condiciones de
alimentacion ad libitum o ayuno de 12h. Los datos son la media + SEM (Control: ad
libitum=13, ayuno=14; Postcafeteria: ad libitum=16, ayuno=17). Los genes analizados fueron:
Ghsr, Lepr, Socs3, Stat3, Npy y Pomc. Estadistica: G, efecto grupo (control/postcafeteria); A,
efecto condicion de alimentacion (ad libitum/ayuno); GxA, efecto interactivo entre grupo y
condiciéon de alimentacion, (p<0,05, ANOVA de dos factores). # Postcafeteria vs control
(p<0,05, test de la t de Student). *, Ayuno vs alimentacién ad libitum (p<0,05, test de la t de
Student).

Expresion de genes relacionados con el metabolismo energético en el higado

Los resultados que muestran la expresion de genes que participan en la utilizacion y
metabolismo de los nutrientes en el higado se muestran en las Figuras 4.12 (crias
macho) y 4.13 (crias hembra).

En rasgos generales, las crias, tanto macho como hembras, de madres postcafeteria no
muestran alteraciones en la expresion hepatica de los genes estudiados implicados en la
captacion y oxidacion de acidos grasos, metabolismo de la glucosa y sefializacion de la
leptina e insulina, comparados con las crias de madres control y la respuesta al ayuno
fue similar. Si bien, cabe destacar que aunque las crias macho de madres postcafeteria
no presentan alteraciones, en la expresion hepatica de genes relacionados con la
lipogénesis, las crias hembras presentan, en condiciones de alimentacion ad libitum
menores niveles de expresion de los genes lipogénicos estudiados.
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Especificamente, en machos no se encontraron diferencias en los niveles de ARNm para
Cd36 entre crias de madres control y crias de madres postcafeteria. Cabe destacar que
asi como los machos en condicion de ayuno mostraron un aumento en la expresion de
este gen, tanto en el grupo control como postcafeteria (p<0,05, test de la t de Student),
en las crias hembra de madres control se observé una disminucion en la expresion en
comparacion con el grupo ad libitum (p<0,05, test de la t de Student) y no hubo cambios
en las crias hembra de madres postcafeteria.

En machos los niveles de expresion de genes lipogénicos (Srebfl, Fasn y Scdl) fue
similar entre crias de madres control y crias de madres postcafeteria, y menor en el
grupo ayuno comparados con el grupo en condicion de alimentacién ad libitum tanto en
el grupo control como postcafeteria (p<0,05, efecto condicion de alimentacion,
ANOVA de dos factores). Sin embargo, las crias hembra de madres postcafeteria en
condicion de alimentacion ad libitum presentan una menor expresion de estos genes en
comparacion con el grupo control (p<0,05, test de la t de Student).

Tanto las crias macho como las crias hembra de madres postcafeteria presentan niveles
similares de expresién de ARNm en genes relacionados con la oxidacién de acidos
grasos (Cptla y Pdk4), y se produce un aumento en la expresion de estos genes en
animales en ayuno comparados con las ratas en condicion de alimentaciéon ad libitum
tanto en el grupo control como postcafeteria (p<0,05, efecto condicidn de alimentacion,
ANOVA de dos factores). En machos, la expresion de Ppara sigue un patron similar al
descrito para la Cptla y Pdk4, sin embargo, la expresion de Ppara fue
significativamente menor en las crias hembra del grupo postcafeteria en condicion de
alimentacion ad libitum comparado con las controles (p<0,05, efecto tratamiento,
ANOVA de dos factores), y no presentaron cambios en la expresion de este gen por
efecto del ayuno.

Ademas, en crias macho y crias hembra se observo una menor expresion de ARNm para
la glucoquinasa en condicion de ayuno tanto en animales control como postcafeteria
(p<0,05, efecto condicién de alimentacion, ANOVA de dos factores).

En genes que participan en la sefializacion de la leptina y la insulina, no se observaron
cambios en los niveles de expresion de ARNm de Lepr, Insr, Socs3 e Irs1 entre crias de
madres postcafeteria y crias de madres controles. En crias macho, se produce un
aumento en la expresion de estos genes en respuesta al ayuno tanto en el grupo control
como postcafeteria (p<0,05, efecto condicion de alimentacion, ANOVA de dos
factores). En las hembras, con el ayuno se observa un incremento en la expresion de
Lepr, en crias control y crias postcafeteria, y una reduccion en la expresion de ARNm
para Socs3 (p<0,05, efecto condicion de alimentacion, ANOVA 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 tipo 2 (Gabriely, 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 las
Figuras 4.14 (crias macho) y 4.15 (crias hembra).

Las ratas en condicion de ayuno presentan mayores niveles de ARNm de genes
relacionados con la captacion de &cidos grasos (Cd36 y Lpl) comparado con las ratas en
condicion de alimentacion ad libitum tanto en el grupo control como postcafeteria; esta
diferencia se presentd tanto en machos como en hembras, aunque en machos fue sélo
estadisticamente significativa en el grupo control (p<0,05, test de la t de Student).

No se observaron diferencias en los niveles de expresion de genes relacionados con la
captacion y metabolismo de la glucosa (Slc24a y Hk2) entre las crias del grupo control
y postcafeteria. En crias macho hubo una menor expresion de ARNm en los grupos en
condicion de ayuno tanto en los animales control como postcafeteria (p<0,05, efecto
condicidn de alimentacion, ANOVA de dos factores)

En genes relacionados con la lipogénesis (Pparg, Srebflc y Fasn) y en el Cidea (que
participa en la fisiologia de las gotas lipidicas) se observd una menor expresion en los
niveles de ARNm en crias macho de madres postcafeteria comparado con las controles
(p<0,05, efecto grupo, ANOVA de dos factores), pero no se encontro esta diferencia en
el grupo de las hembras. Con el ayuno, disminuyé la expresion de ARNm de Srebfl y
Fasn en crias macho y hembra de madres control, pero s6lo en crias macho de madres
postcafeteria (p<0,05, test de la t de Student). Los niveles de ARNm de Pparg
aumentaron con el ayuno solo en crias hembra de madres postcafeteria (p<0,05, test de
la t de Student).

En relacion con la lipolisis, la expresion de ARNm para Pnpla2 fue menor en crias
macho de madres postcafeteria comparados con las crias del grupo control (p<0,05,
efecto grupo, ANOVA de dos factores), mientras que en las hembras no se observo
dicho efecto; en condicion de ayuno hubo una mayor expresion (p<0,05, efecto
condicion de alimentacién, ANOVA de dos factores), en crias macho y hembra, aunque
en machos este aumento fue sélo significativo en crias de madres control (p<0,05, test
de la t de Student).

No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion para Cptlb, ni en
machos ni en hembras.

Los niveles de expresion de leptina y del Insr fueron menores en machos del grupo
postcafeteria en comparacion con los controles (p<0,05, efecto grupo, ANOVA de dos
factores); esta menor expresion no se observé en hembras. Tanto en machos como en
hembras, en el ayuno los niveles de expresion de leptina fueron menores tanto en crias
del grupo control como crias de madres postcafeteria (p<0,05, efecto condiciéon de
alimentacion, ANOVA de dos factores). Por otra parte, bajo condicion de ayuno los
niveles de expresion de Insr fueron mas elevados tanto en el grupo control como
postcafeteria (p<0,05, test de la t de Student).
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4.3.2 Discusion

Como se ha comentado en el capitulo anterior, las crias de madres postcafeteria
presentaron durante la lactancia un menor peso corporal que las crias de madres control
que se mantuvo hasta el destete en los machos y hasta dia 11 en las hembras (Ver Figura
4.8 en capitulo 2). Méas alla de las diferencias en peso corporal, quisimos ver si la
reversion de la dieta obesogénica un mes antes de la gestacion, prevenia los efectos
metabdlicos adversos en las adaptaciones metabolicas a los ciclos de
alimentacion/ayuno en tejidos clave implicados en la homeostasis energética. Como
hemos visto en el capitulo 1, un corto periodo de dieta obesogénica durante etapas
iniciales es capaz de alterar la respuesta metabdlica en tejidos clave. Para ello,
estudiamos la respuesta a la alimentacion/ayuno en crias de madres del modelo
postcafeteria, comparado con las crias control a una edad temprana, 26 dias de edad, 5
dias tras el destete.

El hipotalamo integra una serie de sefales periféricas que actGan sobre el
mantenimiento de la homeostasis energética (Coll and Yeo 2013), a través de la
regulacion de la ingesta energética (Schneeberger, Gomis et al. 2014). Como hemos
mencionado anteriormente, la leptina juega un papel importante en dicha regulacion
debido a que es secretada principalmente por el tejido adiposo en correlacion con la
cantidad de grasa almacenada interactuando con su receptor en el hipotadlamo, y de esta
forma incrementa la expresion de neuropéptidos anorexigénicos como Pomc e inhibe la
actividad de neuropéptidos orexigénicos, principalmente de NPY (Schwartz, Woods et
al. 2000). La leptina circulante disminuye con el ayuno, atenuandose por tanto sus
efectos anorexigénicos, y aumento con la realimentacion (Pico, Sanchez et al. 2002;
Palou, Sanchez et al. 2009). De hecho, se ha propuesto que la funcion primaria de la
leptina seria la sefalizacion del estado nutricional en una situacion de ayuno (Ahima
and Flier 2000). Los resultados de nuestro estudio indican que las crias, tanto macho
como hembra, de madres postcafeteria, responden a las condiciones de
alimentacion/ayuno de igual forma que las ratas cuyas madres han tenido dieta control.
En el capitulo 1, se ha descrito que la ingesta de una dieta de cafeteria durante las etapas
tempranas produce una disfuncién en el control de la ingesta y del balance energético,
evidenciado por una alteracién en la expresion del Npy a las condiciones de
alimentacion/ayuno. En este caso, los cambios en los niveles de expresion del principal
neuropéptido orexigénico (Npy) y el principal neuropéptido anorexigénico (Pomc) y de
otros genes relacionados con la sefializacion de la leptina y la grhelina (Ghsr, Socs3,
Stat3), en respuesta a la condicion de alimentacién ad libitum o ayuno son similares en
crias de madres postcafeteria y control lo que sugiere que no existe alteracion alguna en
el control de la ingesta energética a nivel hipotalamico. De hecho, no existen diferencias
en la ingesta entre ambos grupos. Sin embargo es importante mencionar que los niveles
de expresion de estos dos neuropéptidos y de Ghsr, Socs3, Stat3 son menores en el
grupo postcafeteria en comparacion con el grupo control. Esto sucede tanto en crias
macho como en crias hembras, y probablemente pudiera condicionar el estado
metabolico de estas crias en etapas adultas frente a un ambiente obesogénico. En
machos, esos menores niveles no se pueden explicar por diferencias en los niveles
circulantes de leptina, ya que no se observé diferencia alguna en los niveles de leptina
entre las crias control y postcafeteria. En las hembras las crias de madres postcafeteria
presentan niveles de leptina circulantes mayores, que si podrian explicar la menor
expresion de Npy pero no de Pomc. Aunque no se ha medido directamente esta
disminucion generalizado en los niveles de expresion de neuropéptidos y otros genes
hipotaldmicos podria estar relacionado con una disminucion en el nimero total de
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neuronas. Cambios estructurales permanentes en 6rganos claves pueden ser un posible
mecanismo por el cual la nutricidn materna puede afectar a la programacion metabdlica
de la descendencia. Por tanto, cambios permanentes producidos en el hipotdlamo
durante los periodos criticos del desarrollo podrian explicar la capacidad deteriorada
para regular la homeostasis de la energia en la edad adulta. La alteracion de la
organizacion neuronal en el hipotalamo ya sea a través de restriccion de nutrientes, 0 a
través de la sefializacion hormonal alterada en la vida fetal puede ser un importante
mecanismo de programacion nutricional subyacente (Remmers and Delemarre-van de
Waal 2011). Existen varios ejemplos en modelos animales que muestran como el
entorno perinatal supone efectos duraderos en el desarrollo del cerebro (Plagemann,
Harder et al. 2000; Garcia, Palou et al. 2010). Se ha descrito que en modelos animales
propensos a obesidad existen modificaciones en las estructuras hipotalamicas,
particularmente una reduccion del nimero de células en el nucleo arqueado. Estos
efectos se han observado en la descendencia de madres alimentadas con dietas
hipoproteicas o con restriccion caldrica durante la gestacion, y se han relacionado con
efectos perjudiciales en la edad adulta (Plagemann, Harder et al. 2000; Garcia, Palou et
al. 2010). Aunque nuestras madres postcafeteria no han sido sometidas a una restriccion
caldrica forzosa, quizas la menor ingesta observada en estas ratas con el cambio de la
dieta de cafeteria, podria afectar a la organizacién neuronal hipotaldmica. Cabe destacar,
que como se ha descrito en el capitulo 2, las madres postcafeteria presentan niveles
mayores de leptina, y que la administracion oral de leptina durante la lactancia mejora
los efectos perjudiciales en la estructura y funcion hipotalamica causadas por la
restriccion caldrica materna durante la gestacién (Konieczna, Garcia et al. 2013). Por
tanto, cabe determinar si estos mayores niveles de leptina de las madres postcafeteria
podrian atenuar efectos deletéreos en la edad adulta.

El higado vy el tejido adiposos son también dos tejidos claves en el manejo, utilizaciéon y
almacenaje de los nutrientes y su correcto funcionamiento son clave para el
mantenimiento de la homeostasis energética y salud metabdlica. En rasgos generales, la
respuesta metabolica en la expresion de los principales genes implicados en el
metabolismo lipidico (captacion y oxidacion de acidos grasos, lipogénesis, lipolisis) asi
como el metabolismo de la glucosa y la sefializacion de leptina e insulina en estos
tejidos (higado y TAB retroperitoneal) fue similar en crias de madres postcafeteria y
controles, tanto en crias hembra como macho. De hecho, ni la glicemia ni los niveles de
NEFAs circulantes estan alterados en las crias de madres postcafeteria. Sin embargo,
cabe destacar que en codiciones de alimentacion ad libitum, las crias macho de madres
postcafeteria presentan un menor peso del higado.

Durante un ayuno prolongado aumenta la actividad lipolitica en el tejido adiposo para la
liberacion de NEFAs los cuales son convertidos en cuerpos cetonicos en el higado para
la generacion de energia en otros tejidos (Rui 2014). Este es un efecto normal en el
organismo como mecanismo de regulacion frente a una situacién de estrés metabolico.
Nuestros resultados sugieren que los niveles de NEFAs en circulacion tanto en crias de
madres postcafeteria como de madres control no presentan diferencia significativa, esto
podria sugerir que no existe una alteracion en el mecanismo de regulacion durante el
ayuno ya que las crias de madres postcafeteria reaccionan igual que las crias de madres
control, esta diferencia se observa también en los niveles de glucosa en respuesta al
ayuno.

La expresion de genes lipogénicos (Srebplc, Fasn y Scdl) a nivel hepatico es
estimulada por la ingesta de alimentos (Ferre and Foufelle 2007) favoreciendo la
sintesis de &cidos grasos Y triglicéridos (Eberle, Hegarty et al. 2004). Como hemos
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comentado, los resultados de nuestro estudio sobre la expresion de genes lipogénicos no
indican alteraciones en las crias macho de madres postcafeteria, ya que responden de
igual forma que el grupo control bajo situaciones de alimentacion ad libitum y ayuno:
existe una mayor expresion de estos genes en condiciones de alimentacion ad libitum y
una inhibicién en condiciones de ayuno.

En el ayuno los niveles de glucosa disminuyen y el organismo utiliza casi
exclusivamente la grasa como fuente de energia. Por lo que se activa la lipolisis en el
tejido adiposo para movilizar los triglicéridos almacenados y rendir en NEFAS, que son
liberados en el plasma para transportarse al higado y generar energia (Seitz, Muller et al.
1977; Hashimoto, Cook et al. 2000). En nuestros animales, tanto la expresion hepatica
de genes implicados en la oxidacion de acidos grasos como la expresion del gen Pnpla2
que codifica para la proteina ATGL, implicada en el primer paso de movilizacion de los
triglicéridos, aumenta en situaciones de ayuno. Por tanto, en las crias de madres
postcafeteria se observa un correcto funcionamiento del metabolismo energético en
respuesta al ayuno.

Si bien, cabe destacar que aunque la respuesta al ayuno fue normal, la expresion basal
de algunos genes se encontrd alterada en crias de madres postcafeteria. Por un lado, las
crias hembra de madres postcafeteria presentaron en condiciones de alimentacion ad
libitum menor expresién de los genes lipogénicos estudiados (Srebfl, Fasn, Scdl),
mientras que las crias machos de madres postcafeteria no presentaron alteraciones en la
expresion hepatica de estos genes. Por otro lado, los niveles de expresion de genes
lipogénicos, lipoliticos, InsR y Cidea en TAB fue menor en las crias macho
postcafeteria comparado con las controles, mientras que en hembras no se observaron
estas alteraciones. Estos resultados muestran diferencias de sexo-dependiente en el
manejo de los lipidos y la particién entre los tejidos en crias de madre postcafeteria. En
estado de alimentacion ad libitum, los machos pero no las hembras muestran una menor
capacidad para el almacenamiento de grasa en el tejido adiposo. Las hembras presentan
mayores niveles circulantes de leptina, que podrian sugerir un mayor tamafio de los
depdsitos de grasa (favorecido por la expresion de genes lipogéncios), aunque no
existen diferencia significativa en el tamafio de los depositos, 0 una mayor celularidad
de los adipocitos. Se ha descrito que existen diferencias entre ratas macho y hembra en
la expresion de genes relacionados con el metabolismo de los lipidos en el higado en
respuesta a una dieta rica en grasas (Priego, Sanchez et al. 2008). Las ratas macho
alimentadas con una dieta rica en grasa presentan una mayor tasa de oxidacion de acidos
grasos y almacenamiento de triglicéridos en el higado, y una menor eficacia en el
almacenamiento en el tejido adiposo, que puede favorecer la esteatosis hepatica (Priego,
Sanchez et al. 2008). En cambio, las ratas hembra, exhiben un mayor almacenamiento
de grasa en el tejido adiposo, lo que puede relacionarse con un manejo mas adecuado de
exceso de combustible en comparacion con las ratas macho (Priego, Sanchez et al.
2008). Todo ello podria explicar la mayor tendencia de los hombres a tener
enfermedades relacionadas con la obesidad.

El aumento de obesidad que ha ocurrido en los ultimos afios en sociedades
desarrolladas, y el hecho de que esta obesidad se asocie a un mayor riesgo a padecer
enfermedades metabolicas en la descendencia, ha desencadenado diversas acciones para
atenuar los efectos negativos de la obesidad materna. De hecho, se ha sugerido que el
perder peso antes del embarazo previene las complicaciones asociadas a la obesidad
materna durante la gestacion (Glazer, Hendrickson et al. 2004; Getahun, Ananth et al.
2007; Ehrlich, Hedderson et al. 2011). No obstante, la vigilancia metabolica de nifios
que han nacido después de una pérdida de peso materno antes del embarazo es aun
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escasa. Aqui hemos observado que la eliminacion de la dieta obesogénica un mes antes
del embarazo, pese a que las madres mantienen un cierto grado de obesidad, la respuesta
metabdlica al ayuno de su descendencia no esta alterada. Si bien, en machos hay una
menor expresion de genes lipogénicos y lipoliticos en el TAB retroperitoneal que
podrian afectar su futura salud metabdlica. Si bien, es necesario realizar estudios mas a
largo plazo para determinar si estos efectos son permanentes y tienen algin impacto real
en el metabolismo de estos animales en la edad adulta.

4.3.3 Conclusiones

En conclusidn, estos resultados sugieren que si se elimina la dieta de cafeteria un mes
antes de la gestacion en madres con obesidad inducida por la dieta, aunque no se
produce una reversion completa del exceso de peso corporal, puede aparentemente
evitar los efectos perjudiciales de la obesidad materna sobre el metabolismo lipidico de
sus crias, aunque el menor nivel de expresion observado en las crias macho a nivel del
TAB retroperitoneal en etapas tempranas podria afectar su salud metabdlica en edad
adulta.
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4.4. Capitulo 4

La normalizacion de la dieta 1 mes antes de la gestacién en ratas con
obesidad inducida por la dieta podria mejorar la programacion
metabdlica de las crias, generando un efecto protector frente a
ambientes obesogenicos en la descendencia, especialmente en los
machos en la edad adulta.

Este estudio tenia como objetivo analizar si el hecho de eliminar una dieta obesogénica
un mes antes de la gestacion de ratas alimentadas con una dieta de cafeteria, puede
prevenir los efectos perjudiciales de la obesidad materna en las crias durante la etapa
adulta (6 meses) sobre su composicién corporal y en la expresion de genes en tejidos
clave implicados en la homeostasis energética en respuesta a la exposicién a un
ambiente obesogénico. Con este propoésito ratas macho y hembra de madres control y
postcafeteria de 4 meses de edad que hasta entonces habian sido alimentadas con dieta
control, fueron subdivididas y alimentadas con dieta estandar o con dieta western diet
hasta los 6 meses de edad, cuando fueron sacrificadas en condicion de alimentacion ad
libitum. Las 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 comparado con las crias de madres control cuando fueron alimentados
con dieta westen diet. Tras 2 meses de exposicion a dieta westen diet las crias macho de
madres postcafeteria mostraron: i) en el tejido adiposo blanco retroperitoneal, una
disminucion en la expresion de genes lipogénicos (Ppara, Srebfl, Fasn), Pnpla2, Cptlb,
Insr, Lep y Mest, que no se observd en las crias de madres control; ii) una menor
expresion hipotaldmica del neuropéptido orexigénico NPY/; iii) una menor activacion de
la expresion de genes relacionados con la lipogénesis hepatica (Srebfl, Fas, Scdl)
comparado con las crias de madres control. Por tanto, existe un fenémeno de
programacion metabdlica, especialmente en la descendencia masculina, que podria ser
atribuido a la eliminacion de la dieta obesogénica a ratas con obesidad dietética un mes
antes del embarazo, que ha generado un efecto protector en las crias en edad adulta
frente a la ganancia de peso, acumulacion de grasa, hiperfagia y acumulacién hepética
de lipidos aun después de la exposicion a un ambiente obesogénico.
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4.4.1. Resultados

Peso corporal, ingesta y parametros séricos

Como se ha descrito en el capitulo 2, tras el destete las crias de madres control y
postcafeteria fueron estabuladas de dos en dos y alimentadas con una dieta estandar
hasta los 4 meses de vida. A esta edad, las crias de madres postcafeteria presentaron
menor peso corporal en comparacion con las crias de madres control (ver Figura 4.9
capitulo 2). En este momento, nos planteamos estudiar, la respuesta a la exposicion de
un ambiente obesogénico, y determinar si el hecho de eliminar la dieta obesogeénica a
madres obesas un mes antes de la gestacion, afecta la capacidad de las crias para
responder ante un ambiente obesogénico en la edad adulta.

Con esta finalidad, a los 4 meses de edad, las crias de madres control y postcafeteria
fueron divididas en dos grupos. Un grupo fue alimentado con una dieta estandar y otro
con una dieta comercial hiperlipidica y alta en sacarosa comercial (western diet).

Se mididé la ingesta total acumulada durante este periodo (2 meses), tanto de los
animales alimentados con dietas estdndar como con western diet (Figura 4.16). En
machos, los animales de madres control presentaron una menor ingesta calorica que las
crias de madres postcafeteria, tanto con una dieta estandar, como western diet; ademas
solo las crias de madres control alimentados con western diet presentaron mayor ingesta
caldrica que los alimentados con dieta estandar (p<0,05, efecto interactivo grupo y
dieta, ANOVA de dos factores). Las hembras alimentadas con western diet tuvieron una
mayor ingesta calrica que los animales alimentados con dieta estandar (p<0,05, efecto
dieta, ANOVA de dos factores), siendo estadisticamente significativo en el grupo
postcafeteria (p<0,05, test de la t de Student). Ademas las hembras de madres
postcafeteria presentaron una menor ingesta calorica comparada con las crias de madres
control (p<0,05, efecto tratamiento, ANOVA de dos factores), especialmente las
alimentadas con una dieta estandar (p<0,05, test de la t de Student)

Con respecto al peso corporal, como se muestra en la Figura 4.16, los animales
descendientes de madres postcafeteria (machos y hembras) mantuvieron un menor peso
corporal que sus respectivos controles tanto bajo una dieta estandar como con dieta
western diet (p<0,05, test de la t de Student) durante todo el periodo estudiado. Después
de dos meses de exposicion a la dieta western diet, los animales de madres postcafeteria,
tanto machos como en hembras, presentaron menor ganancia de peso corporal que los
animales de madres control (p<0,05, efecto grupo, ANOVA de dos factores). De hecho,
en machos, el incremento de peso corporal, comparando western diet con dieta estandar,
fue solo significativo en los descendientes de madres control (p<0,05, test de la t de
Student)

Ademas, los animales descendientes de madres control y postcafeteria que fueron
alimentados con una western diet tuvieron mayor porcentaje de grasa corporal que los
alimentados con una dieta estandar tanto machos como hembras (p<0,05, test de la t de
Student). Si bien, las crias del grupo postcafeteria alimentados con western diet
presentaron menor porcentaje de grasa corporal que los animales control alimentados
también con western diet, especialmente los machos (p<0,05, efecto interactivo entre
grupo y dieta, ANOVA de dos factores).
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Crias Hembra

(6 meses)
Evolucién peso corporal
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Figura 4.16. Evolucion del peso corporal, incremento de peso corporal, % de grasa corporal e
ingesta acumulada, de crias (macho y hembra) de madres control o postcafeteria, alimentados
con una dieta estdndar o western diet desde los 4 hasta los 6 meses de edad. Estadistica: #
postcafeteria vs control (p<0,05, test de la t de Student). *, Dieta estandar vs western diet

(p<0,05, test de la t de Student). Los datos son la media *

SEM (n=6-12), G, efecto grupo

(control/postcafeteria); D, efecto dieta (Dieta estandar/western diet); GxD, efecto interactivo
entre grupo y dieta, (p<0,05, ANOVA de dos factores).
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Los resultados observados en el porcentaje de grasa corporal, se correlacionan con los
resultados del peso de los depdsitos de tejido adiposo blanco (Tabla 4.4). Los animales
alimentados con western diet, tanto machos como hembras, presentaron mayor tamarfio
de los principales depdsitos de tejidos adiposos blancos (inguinal, mesentérico,
retroperitoneal y gonadal). Si bien, es importante destacar que las crias macho de
madres del grupo postcafeteria y que fueron alimentados con western diet tuvieron un
menor peso de estos depositos comparado con los controles (p<0,05, efecto interactivo
entre grupo y dieta, ANOVA de dos factores).

Analizamos también el tamafio del higado y la cantidad de lipidos hepaticos. En
machos, el tamafio del higado y la cantidad de lipidos hepéaticos fueron mayores en
animales alimentados con western diet comparado con los alimentados con una dieta
estandar, tanto en crias de madres control como postcafeteria, aunque las crias de
madres postcafeteria mostraron menores niveles de lipidos comparados con las crias de
madres control (p<0,05, efecto interactivo entre grupo y dieta, ANOVA de dos
factores). En las hembras no hubo diferencia.

Se analizaron los niveles plasmaticos de glucosa, leptina y NEFASs en condiciones de
alimentacion ad libitum o tras 12 h de ayuno (Tabla 4.4). La glucemia en condiciones de
alimentacion ad libitum fue similar en todos los grupos estudiados. Los niveles
circulantes de glucosa en ayuno fueron mayores en los animales alimentados con
western diet tanto en crias de madres control como postcafeteria en el caso de los
machos (p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores) y en el caso de las hembras sé6lo
en las crias de madres postcafeteria (p<0,05, efecto interactivo entre grupo y dieta,
ANOVA de dos factores). Por otra parte los niveles de leptina en ayuno fueron mayores
en los animales alimentados con western diet que con dieta estandar tanto en crias de
madres control como postcafeteria, en machos y en hembras (p<0,05, efecto grupo,
ANOVA de dos factores). No obstante, bajo una dieta western diet, es importante
mencionar que los niveles de leptina en condiciones de alimentacion ad libitum fueron
menores en las crias machos de madres postcafeteria comparados con los controles
(p<0,05, efecto interactivo entre tratamiento y condicién de alimentacion, ANOVA de
dos factores).

Las hembras alimentadas con una dieta western diet, presentan mayores niveles
circulantes de NEFAs que las alimentadas con una dieta estandar. Con el ayuno, las
crias macho de madres postcafeteria alimentados con western diet y las crias hembra,
tanto con dieta estdndar como con western diet presentaron menores niveles de NEFAS
circulantes que las crias de madres control (p<0,05, test de la t de Student).
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Tabla 4.4. Peso de los diferentes depositos de tejido adiposo blanco (TAB) e higado, lipidos
hepaticos y niveles circulantes de glucosa, leptina y acidos grasos libres en condiciones de
alimentacion ad libitum y en ayuno, de crias (macho y hembra) de madres control o
postcafeteria, alimentados con una dieta estandar (D.Std) o western diet (WD) desde los 4 hasta
los 6 meses de edad.

Machos Hembras
Control Postcafeteria | ANOVA Control Postcafeteria | ANOVA
D.Std 109+1,1 9,1+0,8 G 32+0,6 28+0,3
TAB inguinal (g) D D
WD 15,1 +1,4* 10,3+ 1,04 53+£1.3 3,6+£0,6
TAB mesentérico D.Std 42+04 42+04 GxD 26+0,2 23+£0,1 G
© WD 91+0,7* 52 +0,3# 4005 28+0,34 D
TAB D.Std 95+0,9 8,3+0,7 G 3,706 33+0,3
retroperitoneal D D
©) WD 183+12% | 141+09% 6,6 +1,3* 4,8+0,6%
D.Std 9,1+0,8 78+05 58+04 51+0,3
TAB gonadal (g) GxD D
WD 17.0+1,3* 11,9+ 0,7*# 10,5+1,9* 8,3+1,0*
D.Std 125+0,4 124+05 7,6+£0,2 7,0+0,2
Higado (g) GxD
wD 17,3+0,8* 14,0 £ 0,6*# 78+0,7 73+0,3
Glucosa en ad D.Std 121+4 123+5 113+3 115+5
libitum (mg/dL) | wp 133+8 126+ 4 114+3 113+3
Glucosa en ayuno D.Std 99+3 103+3 5 84+3 91 +2 64D
(mg/dL) WD 124 + 5% 118+7 105 + 8* 91+3
Leptina ad libitum D.Std 4250 + 719 3536 + 407 GxD 2553 +366 2224 + 256 5
(pg/mL) WD | 10031+906* | 5597 + 811%# 4588 +1121 | 3329 +393*
Leptina en ayuno D.Std 2608 + 509 1772 £ 323 G 1082 + 193 1189 + 128 5
(pg/mL) WD | 5367+713% | 3715+ 483* D 2153+748 | 2417 +683*
NEFASs ad libitum | D-Std 0,61+0,18 0,71+0,14 1,24 +0,33 0,81+0,14 5
(mM) WD 084+013 | 086+0,13 154£025 | 1,09%0,11
NEFAsenayuno | D:Std | 127014 1,36+0,14 098+016 | 1,49+0,14#
(mM) WD 1594008 | 1,32+0,08# 1,75+018* | 127+013#
LipidOS en hl'gado D.Std 34,0+2,0 356+23 GxD 379+16 40,8 +£5,2
(mg/g tejido) WD 110+£7,5% | 748%63*# 38,5+2,2 388£27
Abreviaturas: NEFAs, &cidos grasos libres no esterificados; TAB, tejido adiposo blanco;
Estadistica: # Postcafeteria vs control (p<0,05, test de la t de Student). *, western diet vs Dieta estandar (p<0,05, test de la t
de Student). Los datos son la media + SEM (n=6-12), G, efecto grupo (control/postcafeteria); D, efecto dieta (dieta
estandar/western diet); GxD, efecto interactivo entre grupo y dieta, (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 Lepr, Ghsr, Socs3, Stat3, Npy y Pomc en el
hipotdlamo se muestran en la Figura 4.17.

En machos no se observaron cambios en la expresion de Ghsr y Lepr. Sin embargo, las
crias hembra de madres postcafeteria presentan una mayor expresion hipotalamica de
estos genes (p<0,05, efecto grupo, ANOVA de dos factores), y los animales
alimentados con western diet tienen una mayor expresion de estos genes,
particularmente de Lepr (p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores).
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Los niveles de expresion de Stat3 en los machos del grupo control son menores en los
animales alimentados con western diet (p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores).
Cabe destacar, que las crias macho de madres postcafeteria alimentados con dieta
estandar presentaron menores niveles de expresion de Stat3 que los controles (p<0,05,
test de la t de Student). En cambio, las crias hembras de madres postcafeteria que fueron
alimentadas con western diet muestran una elevada expresion de este gen con respecto a
las crias de madres control (p<0,05, efecto interactivo entre grupo y dieta, ANOVA de
dos factores).

Las crias hembra alimentadas con western diet tuvieron mayores niveles de expresion
del ARNm de Socs3 comparado con las alimentados con dieta estandar (p<0,05, efecto
dieta, ANOVA de dos factores). En los machos, no se observaron cambios en la
expresion de este gen. La expresion de Npy se encuentra disminuida en crias macho y
aumentada en crias hembras de madres postcafeteria, comparado con las crias de
madres control (p<0,05, efecto grupo, ANOVA de dos factores).

Es importante mencionar que mientras los niveles de expresion en machos de Pomc y
Npy disminuyen en animales alimentados con western diet (p<0,05, efecto dieta,
ANOVA de dos factores), en las hembras se produce un efecto opuesto, ya que se
incrementan los niveles de expresion de ARNm de estos genes, de forma significativa
en el caso del Npy (p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores).
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Expresion de genes relacionados con el metabolismo energético en el higado.

Los resultados que muestran la expresion de genes que participan en la utilizacion y
metabolismo de los nutrientes en el higado se muestran en las Figuras 4.18 (machos) y
4.19 (hembras).

Con la ingesta de western diet, se observa que las crias macho de madres control
presenta una mayor expresion de genes lipogénicos (particularmente de Srebfl y Scdl),
pero este aumento no se produce en las crias macho de madres postcafeteria (p<0,05,
efecto interactivo entre grupo y dieta, ANOVA de dos factores). En las crias hembras
alimentadas con western diet se observa una mayor expresion de los genes lipogénicos
(Srebfl y Scdl) comparado con las alimentadas con dieta estandar, tanto en crias de
madres control como en crias de madres postcafeteria (p<0,05, efecto dieta, ANOVA de
dos factores).

Por otro lado, y respecto a los genes que participan en la oxidacion de &cidos grasos, los
animales, tanto machos como hembras, de madres postcafeteria no presentan cambios
significativos en los niveles de expresion de ARNm para Ppara y Pdk4. Tampoco se
observaron cambios por efecto de la dieta western diet. Sin embargo, el nivel de
expresion de Cptla se incrementa en crias machos de madres postcafeteria y control que
fueron alimentados con western diet (p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores);
este aumento se ve reflejado también en las hembras alimentadas, pero solo en las crias
de madres postcafeteria (p<0,05, test de la t de Student).

No se observaron cambios en la expresion de ARNm de Cd36 ni Gek.

En relacion a la expresion de genes relacionados con la sefializacion de la leptina y la
insulina, se observo mayor expresion en los niveles de ARNm para Lepr en los machos
alimentados con western diet tanto en el grupo control como postcafeteria,
especialmente en el grupo control (p<0,05, test de la t de Student). En las hembras no
hubo cambios significativos en la expresion de este gen. Respecto a Socs3, en machos
los niveles de expresion fueron menores en los animales alimentados con western diet
en comparaciéon con los animales alimentados con dieta estandar tanto en el grupo
control como postcafeteria (p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores). En hembras
se pudo observar que el nivel de expresion de este gen fue mayor las crias de madres
postcafeteria en comparacion las crias de madres control (p<0,05, efecto grupo,
ANOVA de dos factores).

En machos, el nivel de expresion de Insr fue mayor en las crias de madres postcafeteria
alimentadas con dieta estandar (p<0,05, efecto grupo, ANOVA de dos factores).
Ademas la expresion de Insr fue menor en los animales alimentados con western diet
(p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores), comparado con los alimentados con
dieta estandar, aunque esta menor expresion fue solo significativa en las crias
postcafeteria (p<0,05, test de la t de Student).

No se observaron cambios en los niveles de expresion de Irsl en machos, sin embargo
las hembras alimentadas con western diet tuvieron un menor nivel de expresion de este
gen en comparacion con las hembras alimentadas con dieta estandar, tanto en crias de
madres control como postcafeteria (p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores).
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Expresion de genes relacionados con el metabolismo lipidico en tejido adiposo blanco
retroperitoneal.

Los resultados que muestran la expresion de genes relacionados con el metabolismo
lipidico en este tejido adiposo se presentan en las Figuras 4.20 (machos) y 4.21
(hembras).

Respecto a los genes relacionados con la captacion de acidos grasos observamos que la
expresion de Cd36 aumenta en los machos y hembras del grupo control alimentados con
western diet comparado con los alimentados con dieta estandar, sin embargo en el grupo
postcafeteria este incremento no se produce (p<0,05 (hembras) y p=0.07 (machos),
efecto interactivo grupo y dieta, ANOVA de dos factores). No hubo cambios
significativos en la expresion de Lpl.

Se analizo el nivel de expresion de Mest, dado el papel que juega en la regulacion del
crecimiento de adipocitos y en la acumulacion lipidica (Takahashi, Kamei et al. 2005;
Nikonova, Koza et al. 2008; Huntriss, Hemmings et al. 2013). Encontramos una menor
expresion de Mest en las crias de madres postcafeteria (machos y hembras) alimentados
con western diet, especialmente en los machos (p<0,05, efecto interactivo entre grupo y
dieta, ANOVA de dos factores). Los niveles de Cidea, implicado en la fisiologia de las
goticulas lipidicas, fueron similares en todos los grupos estudiados.

En relacion con los genes lipogénicos, cabe destacar, que en crias macho de madres
control los niveles de expresion de los genes lipogénicos estudiados no se vio alterada
por la ingesta de una dieta western diet, Sin embargo, en los machos del grupo
postcafeteria alimentados con western diet, se encontré unu menor nivel de expresion de
ARNmM para Pparg, Srebfl y Fasn comparado con crias macho de madres postcafeteria
alimentados con dieta estandar. (p<0,05, efecto interactivo entre grupo y dieta, ANOVA
de dos factores). Cabe destacar que bajo una dieta estdndar las crias macho de madres
postcafeteria muestran una mayor expresion de Fasn que las crias controles (p<0,05, test
de la t de Student). En las hembras se observo una mayor expresion de Pparg y Srebpfl
en las alimentadas con western diet en comparaciéon con las hembras alimentadas con
dieta estandar (p<0,05, efecto dieta, ANOVA de dos factores). La expresion de ARNm
de Fasn fue menor en las crias hembras de madres postcafeteria alimentadas con
western diet, en comparacion a las alimentadas con dieta estandar (p<0,05, test de la t
de Student).

Al igual que los resultados encontrados en genes lipogénicos, el nivel de expresion de
ARNmM de Pnpla2 y Cptlb fueron menores en las crias machos de madres postcafeteria
alimentadas con western diet comparado con los alimentados con dieta estandar,
mientras que en las crias de madres control no se observo esta diferencia (p<0,05, efecto
interactivo entre grupo y dieta, ANOVA de dos factores). No se observaron diferencias
significativas en la expresion de estos genes en hembras.

Por otra parte los machos postcafeteria alimentados con western diet también
presentaron menores niveles de expresion de Leptina y del receptor de la insulina
comparado con los alimentados con una dieta estandar (p<0,05, test de la t de Student).
Estas diferencias no se producen en las hembras.
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4.4.2. Discusioén

Este estudio tenia como objetivo analizar si el hecho de eliminar una dieta obesogénica
un mes antes de la gestacion en ratas alimentadas con una dieta de cafeteria, puede
prevenir los efectos perjudiciales de la obesidad materna en las crias durante la etapa
adulta (6 meses) sobre su composicién corporal y en la expresion de genes en tejidos
clave de la homeostasis energética, aln despues de ser expuestas a un ambiente
obesogénico. Con este propdsito ratas macho y hembra de madres control y
postcafeteria de 4 meses de edad que hasta entonces habian sido alimentadas con dieta
estandar, fueron subdivididas y alimentadas, un grupo continu6 con dieta estandar y otro
grupo fue alimentado con western diet hasta los 6 meses de edad, cuando fueron
sacrificados en condicion de alimentacion ad libitum. Existen estudios que han evaluado
el efecto de una sobrealimentacion durante la gestacion sobre la descendencia,
provocando cambios en la descendencia en su capacidad de respuesta frente a diversas
enfermedades metabolicas (Langley-Evans 1996). Una gran parte de las investigaciones
se enfocan sobre los efectos que una dieta materna elevada en grasas durante la etapa
gestacional y/o de lactancia (Khan, Dekou et al. 2004; Bayol, Simbi et al. 2005) puede
producir, como hiperinsulinemia y resistencia a la insulina en las crias en la edad adulta
(Vickers, Breier et al. 2000; Krechowec, Vickers et al. 2006). En este sentido, también
existe evidencia en estudios realizados en humanos en donde los hijos de madres con
obesidad o diabetes, presentan mayores riesgos de desarrollar obesidad en etapas adultas
(Clausen, Mathiesen et al. 2008).

En esta tesis doctoral, hemos desarrollado un modelo de obesidad dietética materna (ver
capitulo 4.2). Hemos observado que la ingesta de dieta de cafeteria genera un aumento
exacerbado de peso y grasa corporal. Se ha sugerido que dichos cambios provocados
por una dieta obesogeénica en las madres pueden generar sefiales de programacién que se
manifiestan y pueden afectar en el desarrollo de las crias (Elahi, Cagampang et al.
2009). Como hemos comentado anteriormente, el aumento generalizado de obesidad, y
en particular de mujeres en edades reproductivas, puede condicionar que cada vez haya
mas efectos adversos debidos a la obesidad materna en el desarrollo de obesidad. No
existe un consenso general sobre las pautas de pérdida de peso durante el periodo
pregestacional, parece ser que en la medida de lo posible es recomendable evitar
restricciones calodricas durante la gestacion. Por ello, estudios en los que se analice el
efecto de la pérdida de peso antes de la gestacion son necesarios.

Nos planteamos estudiar el efecto que tiene eliminar la dieta obesogénica, a ratas
hembras con obesidad dietética, 1 mes antes de la gestacion. Hemos observado que al
eliminar la dieta obesogénica antes del embarazo existen una serie de efectos
protectores frente a la obesidad en las crias, tanto a una edad temprana como en la edad
adulta. Pero ademéas hemos analizado si dichos efectos protectores frente a la obesidad
se siguen manteniendo en etapas adultas incluso después de la exposicion a un ambiente
obesogénico. Los animales de madres postcafeteria presentaron menor ganancia de peso
corporal aun cuando éstos fueron expuestos durante 2 meses a una western diet. Este
efecto protector frente a la ganancia de peso ya se veia durante la lactancia en crias de
madres postcafeteria, e incluso después de hacer un seguimiento mas a largo plazo,
seguia manteniendo hasta las 4 meses (Capitulo 4.2), aunque las madres postcafeteria no
hubieron revertido completamente el aumento de grasa corporal. Por tanto a diferencia
de resultados de otros estudios que indican que la obesidad materna predispone a las
crias a una ganancia de peso (Lecoutre and Breton 2015), parece ser que la eliminacién
de la dieta obesogénica antes de la gestacidn, con la consiguiente pérdida de peso y
grasa corporal previene frente al aumento de peso de la descendencia. Ademas de la
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menor ganancia de peso, hemos visto que en edad adulta las crias de madres
postcafeteria expuestas a western diet acumulan menos grasa corporal que las crias de
madres control alimentadas también con esta misma dieta. Por tanto, la eliminacion de
la dieta obesogénica antes del embarazo también previene frente a una mayor
adiposidad. Se ha descrito que la obesidad materna, aparte de predisponer a las crias a
una mayor ganancia de peso, también incrementa la propensién a presentar una mayor
adiposidad en la etapa adulta (Murabayashi, Sugiyama et al. 2013). En linea con
nuestros resultados, Zambrano et al, describieron que los efectos de la obesidad materna
sobre la descendencia son reversibles, en términos de peso y adiposidad corporal y
resistencia a la insulina, con el cambio a una dieta no obesogénica antes de la gestacion,
(Zambrano, Martinez-Samayoa et al. 2010).

La ingesta de una dieta elevada en grasas y carbohidratos, como la western diet, provoca
una ingesta energética elevada promoviendo la ganancia de peso corporal (Hu, van Dam
et al. 2001; Kanoski and Davidson 2011), diversos mecanismos a nivel de hipotalamo
podrian estar implicados en la alteracion de dicha ingesta alimenticia (Benoit, Kemp et
al. 2009). Curiosamente, en nuestro estudio las crias de madres postcafeteria
alimentadas con western diet presentan menor ingesta energética que las crias de madres
control alimentadas también con western diet. Este resultado podria explicar la menor
acumulacion de grasa y peso corporal asi como menor peso de los diferentes tejidos
adiposos. En el capitulo 4.3 se ha descrito que a los 26 dias de edad, 5 dias tras el
destete, las crias de madres postcafeteria presentan una menor expresion de genes
relacionados con el control de la ingesta (Ghsr, Lepr, Socs 3, Stat3, Npy y Pomc).
Curiosamente, esta menor expresion de genes hipotalamicos no se mantiene en los
animales de madres postcafeteria en la edad adulta, con la excepcion del Npy en el caso
de los machos. Esta menor expresion de Npy, un neuropéptido orexigenico, podria
explicar la menor ingesta observada en estos animales. Por tanto, la programacion de la
menor expresion de Npy, ya desde etapas tempranas en las crias macho de madres
postcafeteria podria ser uno de los mecanismos de programacion metabdlica temprana
por el que las crias macho de madres postcafeteria presentan una menor ingesta y una
proteccion frente a la ganancia de peso y adiposidad corporal.

Una dieta materna elevada en grasa predispone a una serie de complicaciones
metabolicas en el feto que persisten hasta la edad adulta, como la ganancia de peso y
grasa corporal y el incremento en los niveles de glucosa y colesterol. También se ha
descrito que existe una mayor acumulacion de lipidos hepaticos, no solo durante la
etapa fetal sino también en edad adulta (McCurdy, Bishop et al. 2009). Una de las
complicaciones de la obesidad es la acumulacion en el higado de triglicéridos de forma
no controlada, ,lo que puede desencadenar esteatosis hepatica y finalmente en cirrosis
hepatica (Fabbrini and Magkos 2015). Nuestros resultados muestran que las crias macho
de madres postcafeteria que han sido alimentados con western diet tienen una menor
acumulacién hepatica de lipidos comparado con las crias de madre control; en hembras
no se producen cambios. Se ha descrito que una desregulacion de la lipogénesis puede
contribuir a la acumulacion excesiva de masa grasa en personas con obesidad (Diraison,
Dusserre et al. 2002). Hemos encontrado que las crias de madres postcafeteria
alimentados con western diet expresan en el higado menores niveles de genes
lipogénicos comparado con los animales de madres control también alimentados con
western diet. Aungue el mecanismo molecular que conduce al desarrollo de esteatosis
hepética es complejo, el aumento de la sintesis de novo hepatica de &cidos grasos
contribuye al desarrollo de esta enfermedad (Postic and Girard 2008). Por tanto, la
reversion de la dieta de cafeteria en hembras obesas un mes antes de la gestacion,
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previene de predisposicion a alteraciones metabdlicas a nivel hepético, que se producen
en descendientes de madres obesas.

La expresion génica de genes implicados en el metabolismo lipidico en el tejido adiposo
retroperitoneal, sugiere que las crias macho de madres postcafeteria responden de
manera diferente a la western diet, comparado con las cria de madres control. Las crias
macho de madres postcafeteria presentan una disminucion en expresion de genes
relacionados con la lipogénesis (Pparg, Srebfl y Fasn) y de Pnpla2, que codifica para
ATGL, enzima implicada en el primer paso de la lipolisis, asi como de genes
relacionados con la oxidacion de &cidos grasos. La menor ingesta, junto con la menor
activacion de la lipogénesis en el tejido adiposo, podria explicar, la menor acumulacién
de grasa observada en las crias de madres postcafeteria. En este sentido, es de destacar,
que tanto la expresion de Mest y de leptina en el TAB retroperitoneal, asi como los
niveles circulantes de leptina, estan disminuidas en los machos de madres postcafeteria.
Recientemente, se ha propuesto que la expresion del gen de la leptina y Mest en tejido
adiposo blanco son marcadores predictivos de la expansién del tejido adiposo (Voigt,
Ribot et al. 2015). Estos resultados podrian indicar una posible marca de programacion
metabdlica que se ha desarrollado desde etapas tempranas que ya hemos observado
(capitulo 4.3) en el tejido adiposo de crias de madres postcafeteria de 26 dias de edad
donde el nivel de expresion de estos genes fue menor que el de las crias de madres
control.

Cabe destacar, que la glucemia fue normal tanto en crias de madres control como en
crias de madres postcafeteria tras 10s 2 meses de la ingesta de la dieta western diet. La
respuesta al ayuno tampoco se ve alterada en los animales alimentados con western diet,
como ya se veia en estos animales a la edad de 4 meses (capitulo 4.2). Los NEFAs
representan una de las principales fuentes energéticas durante el ayuno. Nuestros
resultados indican que los animales de madres postcafeteria alimentados con western
diet no presentan un aumento en los niveles circulantes de NEFAs en comparacion con
los animales que han consumido una dieta estandar, como ocurre en las crias de madres
control.

4.4.3. Conclusiones

Los animales de madres postcafeteria presentaron tras 2 meses de exposicion a una dieta
western diet, una menor ganancia de peso y grasa corporal comparado con las crias de
madres control. Los animales postcafeteria que han sido alimentados con western diet
presentan menor ingesta energética, este resultado podria explicar el menor porcentaje
de grasa y peso corporal asi como menor tamafio de los diferentes tejidos adiposos.

Esta menor adiposidad podria en parte explicarse por la menor expresién de genes
lipogénicos que se observa en machos de madres postcafeteria alimentados con dieta
western diet. EI hecho de que las crias macho de madres postcafeteria mostraran, ya en
en edades tempranas una menor expresion de los genes lipogénicos en el TAB, sugiere
que podria existir un efecto de programacion metabdlica, ya detectado en edades
tempranas y que se manifiesta en la edad adulta ante una dieta obesogénica.

La menor expresion hipotalamica del neuropéptido orexigénico NPY, observada en las
crias macho de madres postcafeteria en la edad adulta, y que ya se observaba en etapas
tempranas, podria suponer un posible efecto de programacion metabdlica originada por
la reversion en las madres de la dieta obesogenica antes del embarazo, y que podria
verse reflejado en etapas adultas regulando la ingesta energética. De hecho, las crias de
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madres postcafeteria tienen una menor ingesta caldrica, incluso cuando han sido
expuestos a una dieta apetecible y alta en grasas y sacarosa como la western diet.

Ademaés, en las crias macho de madres postcafeteria alimentadas con western diet se
observa una menor acumulacion hepatica de lipidos, que podria explicarse por la menor
activacion de la expresion de genes relacionados con la lipogénesis hepatica que se
observa en estos animales comparado con las crias de madres control.

Por tanto, existe un fendmeno de programacion metabolica, especialmente en la
descendencia masculina, que podria ser atribuido a la eliminacion de la dieta
obesogénica en ratas con obesidad dietética un mes antes del embarazo, que ha
generado un efecto protector en las crias en edad adulta frente a la ganancia de peso,
acumulacion de grasa, hiperfagia y acumulacion hepética de lipidos aln después de la
exposicion a un ambiente obesogeénico.
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5. Recapitulacion

5. Recapitulacion

Los resultados que se presentan en esta tesis doctoral, estan integrados en 4 manuscritos
originales. EIl presente proyecto de investigacion tiene como finalidad evaluar el efecto
de un periodo corto de exposicion a una dieta de cafeteria en etapas tempranas y
analizar si la reversion de la dieta de cafeteria antes del embarazo previene los efectos
perjudiciales de la obesidad materna en la descendencia. La mayoria de los estudios de
investigacion evaltuan los efectos de la obesidad materna durante la gestacion y/o
lactancia sobre la descendencia, sin embargo, falta informacion sobre la normalizacion
de una dieta obesogenica antes del embarazo asi como de los posibles efectos en la
descendencia en edades tempranas y tardias. Se eligio la dieta de cafeteria debido a que
se ha descrito como una herramienta importante para inducir hiperfagia voluntaria vy,
por lo tanto, desarrollo de sobrepeso/obesidad en ratas; ademaés refleja en gran medida el
comportamiento de una dieta occidental en humanos (Pico, Pons et al. 1991; Akyol,
McMullen et al. 2012; Oliver, Reynes et al. 2013).

Los efectos de la ingesta de una dieta de cafeteria en ratas adultas han sido ampliamente
descritos, sin embargo, se conoce poco acerca de los efectos a corto plazo de esta dieta
obesogénica. Es evidente la necesidad de establecer estrategias nutricionales de
prevencion en etapas tempranas ante la prevalencia de obesidad y sobrepeso a nivel
mundial. Como parte de nuestra investigacion, analizamos los efectos de una corta
exposicién a una dieta obesogénica durante etapas tempranas, con la finalidad de
conocer los eventos moleculares que pueden condicionar los efectos mas a largo plazo
de este tipo de dieta. Con este proposito, crias macho de 10 dias de edad fueron
expuestas a una dieta de cafeteria, edad aproximada en la que ocurre la transicion
natural de la dependencia de leche materna al consumo de alimentos sélidos (Oliver,
Pico et al. 2002). La ingesta durante 12 dias con una dieta de cafeteria indujo hiperfagia
y por lo tanto un exceso de calorias consumidas, de las cuales el 46% provenia de la
grasa, ademas un marcado aumento de los depositos de grasa corporal. Tras este corto
periodo, los animales cafeteria tuvieron casi el doble de grasa corporal que las ratas
control. La acumulacién excesiva de grasa corporal durante etapas infantiles es motivo
de especial preocupacién, ya que un rapido crecimiento y una adiposidad temprana en
humanos han sido propuestos como marcadores tempranos de obesidad en edad adulta
(Brisbois, Farmer et al. 2012). Ademas, los animales alimentados con dieta de cafeteria
presentaron niveles circulantes de leptina altos, reflejando el mayor tamafio de los
depdsitos de grasa corporal y una baja expresion hipotaldmica de Npy comparados con
los animales control. La elevada ingesta calérica observada en estos animales, esta por
encima de sus necesidades metabdlicas, y representa una clara disfuncién en el control
de la ingesta y del balance energético. Ademas, el fracaso de esta hiperleptinemia en
producir alguna reduccion compensatoria de la ingesta puede ser interpretada como una
evidencia de la resistencia a la leptina (Morrison, Huypens et al. 2009). En el tejido
adiposo blanco retroperitoneal (TAB), los animales alimentados con dieta de cafeteria
presentan una alteracion en la respuesta a las condiciones de ayuno/alimentacion ya que
bajo condicion de ayuno no disminuyeron la expresion de factores de transcripcion
relacionados con la lipogénesis, Pparg y Srebfl, a pesar de estar en una situaciéon de
demanda energetica. Por otra parte presentaron reducida capacidad lipolitica lo que
podria explicar la menor reduccion del tamafio en los depdsitos de grasa que muestran
estos animales bajo condiciones de ayuno en comparacion con los controles, también
bajo condicidén de ayuno presentaron una alteracion para la movilizacién las reservas
lipidicas debido a la reduccidn en la expresion de Cidea y de ATGL. Estas alteraciones
metabolicas en TAB de crias alimentadas con dieta de cafeteria pueden contribuir a una
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gran acumulacion de grasa y como se presentan a edades tempranas podria tener mas
relevancia en el desarrollo de patologias relacionadas con la obesidad en edad adulta. La
exposicion durante un periodo corto con dieta de cafeteria en ratas jovenes afecta el
metabolismo hepético: el higado sufre adaptaciones moleculares aparentemente
dirigidas a mantener la homeostasis energética bajo este estrés dietético, principalmente
se produce una disminucion en la expresion de genes lipogénicos y el incremento en los
niveles de expresion de genes relacionados con la oxidacion de &cidos grasos. (Capitulo
1).

La obesidad materna representa un foco de atencion por su implicacion en
complicaciones metabolicas tanto para la madre como para el recién nacido (Wang,
Davies et al. 2002; Bellver, Rossal et al. 2003; Mcintyre, Gibbons et al. 2012). Existen
algunos estudios que recomiendan tener un indice de masa corporal (IMC) en rangos
normales antes del embarazo. Se ha sugerido que el perder peso antes del embarazo
previene las complicaciones asociadas a la obesidad materna durante la gestacion
(Glazer, Hendrickson et al. 2004; Getahun, Ananth et al. 2007; Ehrlich, Hedderson et al.
2011). No obstante, la vigilancia metabdlica de nifios que han nacido después de una
pérdida de peso materno antes del embarazo es aun escasa. 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 como para la de la descendencia, no
existe un conceso global en las estrategias que 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 que la sobre alimentacion y la obesidad materna durante la
gestacion pueden tener consecuencias en la salud metabdlica de la descendencia, una
restriccion caldrica durante las etapas iniciales de la gestacién también produce
adaptaciones metabdlicas que predisponen a la descendencia a un mayor desarrollo de
obesidad. Por tanto, es necesario mas estudios para determinar los efectos beneficiosos
de la pérdida de peso materno antes de la gestacion, evitando los riesgos asociados tanto
a la obesidad materna como a la restriccion caldrica durante la gestacion (Zhang,
Rattanatray et al. 2011; Matusiak, Barrett et al. 2014).

Desarrollamos un modelo de obesidad inducida por dieta de cafeteria (modelo
postcafeteria), al que un mes antes de la gestacion eliminamos la dieta obesogénica.
Para ello, trabajamos con ratas Wistar hembra, las cuales fueron alimentadas con una
dieta de cafeteria (ademas de tener libre acceso al pienso estandar) desde el dia 10 hasta
el dia 100 de vida y a partir de entonces s6lo con pienso estandar. Paralelamente se
siguieron hembras de la misma edad alimentadas con dieta control. Un mes después de
la retirada de la dieta de cafeteria las ratas hembra del grupo control y postcafeteria
fueron apareadas con machos controles (dia 130). Analizamos los efectos de la
reversion de la dieta obesogénica antes del apareamiento sobre la composicion de la
leche y en el peso y composicion corporal de la descendencia. Como era de esperar, las
ratas alimentadas con dieta de cafeteria presentaron un rapido incremento de peso en
comparacion con los animales control, este aumento se debe en parte a la elevada
acumulacién de los depositos de grasa, lo que confirma las propiedades obesogénicas de
la dieta de cafeteria (Pico, Pons et al. 1991; Akyol, McMullen et al. 2012; Oliver,
Reynes et al. 2013). Un mes antes del apareamiento las ratas postcafeteria fueron
alimentadas con dieta control. Durante este periodo se pudo observar una disminucién
en el peso corporal de las ratas que previamente habian sido alimentadas con una dieta
de cafeteria. Esta disminucion se debe, en parte, a la menor ingesta que se observa en
estos animales, asi como a un efecto del valor heddnico de los alimentos. La menor
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ingesta de alimentos de las madres del grupo postcafeteria comparado con las madres
control, se mantuvieron durante la gestacion y hasta el final del periodo de lactancia. A
pesar de la menor ingesta que presentan las madres del grupo postcafeteria con respecto
a las controles, los efectos de la dieta de cafeteria no llegan a ser completamente
revertidos, ya que los niveles de grasa corporal de las ratas postcafeteria, aunque se
produzca una reduccion de peso y grasa corporal después de consumir durante 30 dias
una dieta control, siguen siendo mayores que el grupo control. De hecho, los niveles de
grasa corporal siguen siendo mayores en las madres postcafeteria hasta el final de la
lactancia, ademés de presentar niveles de leptina en suero mas elevados que en las
controles. La mayor adiposidad en las madres postcafeteria también estuvo
correlacionada con mayores niveles de leptina y adiponectina en leche, no asi en los
niveles de irisina que al parecer no dependen del grado de adiposidad materno. Existen
numerosas evidencias, tanto en humanos como en ratas, del papel de la leptina, como
componente de la leche materna, en la futura prevencion del desarrollo de obesidad en
la edad adulta. En nifios, los niveles de leptina en leche estan negativamente
correlacionados con el incremento de indice de masa corporal durante los primeros
meses de vida (Doneray, Orbak et al. 2009; Schuster, Hechler et al. 2011) e incluso con
la ganancia de peso corporal hasta los 2 afios de edad (Miralles, Sanchez et al. 2006). A
la edad de 4 meses las crias de madres postcafeteria, tanto machos como hembras,
tienen una menor ganancia de peso corporal en comparacién con las crias de madres
control, sugiriendo que las crias de madres del grupo postcafeteria presentan resistencia
frente a la ganancia de peso. No obstante, no presentan alteraciones ni en el porcentaje
de grasa corporal ni en los pardmetros sanguineos, tanto en condiciones de alimentacién
como en ayuno. Por tanto, nuestro estudio parece indicar, que la eliminacion de la dieta
obesogénica antes del embarazo, sustituyéndola por una dieta control, baja en grasa,
previene los efectos negativos de la obesidad materna en la descendencia. Ademas, un
factor fundamental que puede participar de manera importante en la prevencion de la
ganancia de peso corporal de las crias de madres postcafeteria, son los altos niveles de
leptina en leche materna que presentaron las madres postcafeteria. Por tanto, las crias de
madres postcafeteria podrian haber estado expuestas a una mayor ingesta de leptina
durante la lactancia, en comparacion con las crias de madres control, y podria
condicionar la prevencion de la ganancia de peso corporal de las crias. (Capitulo 2).

Quisimos ver también el efecto de la eliminacion de la dieta obesogénica antes del
embarazo sobre crias a edad temprana, 26 dias de edad, 5 dias tras el destete y analizar
si dichos efectos podian mantenerse en edad adulta ain después de estar expuestos a un
ambiente obesogénico. A temprana edad observamos que las crias de madres
postcafeteria presentaron durante la lactancia un menor peso corporal que las crias de
madres control que se mantuvo hasta el destete en los machos y hasta dia 11 en las
hembras, este mismo efecto protector se veia después de hacer un seguimiento mas a
largo plazo, se seguia manteniendo hasta los 4 meses, incluso se mantuvo hasta etapas
adultas en ratas de 6 meses, que después de estar expuestas a una western diet durante 2
meses presentaron una menor ganancia de peso corporal y menor adiposidad. (Capitulo
3y Capitulo 4). En este sentido, Zambrano et al, también han descrito que los efectos de
la obesidad materna sobre la descendencia son reversibles, en términos de peso y
adiposidad corporal y resistencia a la insulina, con el cambio a una dieta no obesogeénica
antes de la gestacion, (Zambrano, Martinez-Samayoa et al. 2010). Por el contrario, la
exposicion a un ambiente obesogéncio durante el periodo de peri-concepcion o durante
la gestacion y la lactancia estan relacionados con una mayor programacion de padecer
obesidad en la edad adulta (Langley-Evans 1996; Langley-Evans 1999; Dahlhoff,
Pfister et al. 2014).
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A edades tempranas pudimos observar que no existio alteracion en el mecanismo de
regulaciéon durante el ayuno ya que las crias de madres postcafeteria responden igual
que las crias de madres control. En etapas adultas la glucemia también fue normal, en
condiciones tanto de alimentacion ad libitum como en ayuno, tanto en crias de madres
control como en crias de madres postcafeteria tras 10s 2 meses de la ingesta de la dieta
western diet. Por lo tanto podriamos asumir que la restriccion energética antes del
embarazo posiblemente regula la respuesta al ayuno en crias de madres postcafeteria.

En hipotdlamo y a edades tempranas observamos que en los niveles de expresion del
principal neuropéptido orexigenico (Npy) y el principal neuropéptido anorexigénico
(Pomc) y de otros genes relacionados con la sefializacion de la leptina y la grhelina
(Ghsr, Socs3, Stat3), en respuesta a la condicion de alimentacion ad libitum o ayuno son
similares en crias de madres postcafeteria y control lo que sugiere que no existe
alteracion alguna en el control de la ingesta energética a nivel hipotalamico. Sin
embargo es importante mencionar que los niveles de expresion de estos dos
neuropéptidos y de Ghsr, Socs3, Stat3 son menores en el grupo postcafeteria en
comparacion con el grupo control. Curiosamente, a la edad de 6 meses, los machos de
madres postcafeteria alimentados con western diet presentaron también menores niveles
de expresion de Npy, lo que puede estar relacionado con la menor ingesta energética
observada en estos animales, comparado con las crias de madres control alimentadas
también con western diet. Este resultado podria explicar la menor acumulacion de grasa
y peso corporal asi como menor peso de los diferentes tejidos adiposos en esta etapa
adulta. Por tanto, la programacion de la menor expresién de Npy, ya desde etapas
tempranas en las crias macho de madres postcafeteria podria ser uno de los mecanismos
de programacién metabolica temprana por el que las crias macho de madres
postcafeteria presentan una menor ingesta y una proteccion frente a la ganancia de peso
y adiposidad corporal en la edad adulta. (Capitulo 3 y Capitulo 4)

En higado y TAB en edades tempranas la respuesta metabdlica en la expresion de los
principales genes implicados en el metabolismo lipidico (captacion y oxidacién de
acidos grasos, lipogénesis, lipolisis) asi como el metabolismo de la glucosa y la
sefializacion de leptina e insulina en estos tejidos fue similar en crias de madres
postcafeteria y controles, tanto en crias hembra como macho. Al igual que como ocurrid
en hipotalamo nos intereso ver si existia algin efecto metab6lico que se mantuviera
hasta edad adulta, por ello analizamos la respuesta metabdlica de animales de 6 meses
de edad expuestos a una dieta obesogénica. Las crias macho de madres postcafeteria
alimentados con western diet expresan, en el higado, menores niveles de genes
lipogénicos comparados con los animales de madres control también alimentados con
western diet, que podrian proteger frente a la acumulacién de lipidos hepéticos que se
observa en crias de madres control pero no en las crias de madres postcafeteria. Por
tanto, la reversion de la dieta de cafeteria en hembras obesas un mes antes de la
gestacion, previene de predisposicion a alteraciones metabodlicas, a nivel hepatico, que
se producen en descendientes de madres obesas.

Un resultado importante observado en TAB retroperitoneal en etapas tempranas fue una
menor expresion de genes lipogénicos y lipoliticos en machos en las crias de madres
postcafeteria, 1o que nos planted la posibilidad de que en edad adulta estas crias
pudieran tener afectada su salud metabolica. La expresion génica de genes implicados
en el metabolismo lipidico en el tejido adiposo retroperitoneal en la edad adulta, sugiere
que las crias macho de madres postcafeteria responden de manera diferente a la western
diet, comparado con las cria de madres control. Las crias macho de madres postcafeteria
presentan una disminucion en expresion de genes relacionados con la lipogenesis
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lipolisis, y de la oxidacion de &cidos grasos. La menor ingesta, junto con la menor
activacion de la lipogénesis en el tejido adiposo, podria explicar, la menor acumulacion
de grasa observada en las crias de madres postcafeteria. Ademas, a los 6 meses d edad
observamos una disminucion en la expresion de Mest y de leptina en el TAB
retroperitoneal, asi como los niveles circulantes de leptina, en los machos de madres
postcafeteria. Recientemente, se ha propuesto que la expresion del gen de la leptina y
Mest en tejido adiposo blanco son marcadores predictivos de la expansion del tejido
adiposo (Voigt, Ribot et al. 2015). Estos resultados podrian indicar una posible marca
de programacién metabdlica que ya podiamos observar a edades tempranas. (Capitulo 3
y Capitulo 4)
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1. La ingesta de una dieta de cafeteria durante un periodo corto en etapas
tempranas en ratas es suficiente para alterar la respuesta metabdlica a los
cambios en las condiciones de alimentacion y ayuno en drganos clave del
metabolismo energético, particularmente en tejido adiposo, ademés de producir
una hiperfagia y una gran acumulacion de grasa corporal, y todo ello a pesar de
gue no se observan diferencias en el peso corporal

2. Lareversion desde una dieta de cafeteria en ratas obesas a una dieta estandar, un
mes antes de la gestacion, puede prevenir los efectos perjudiciales de la obesidad
materna en las crias o incluso mejorar la salud. El efecto beneficioso de la
recuperacion de un patron de alimentacion normal se produce aunque no se
consiga una reversion completa del exceso de peso y adiposidad materna. Esta
mayor proteccién de las crias de madres postcafeteria frente al aumento de peso
corporal y la acumulacion de grasa en etapas adultas, puede estar relacionado
con una mayor ingesta de leptina durante el periodo de lactancia.

3. Los efectos a edad temprana del cambio de la dieta de cafeteria por la dieta
estandar un mes antes de la gestacion en madres con obesidad dietética, puede
evitar los efectos perjudiciales del exceso de grasa en las madres sobre el
metabolismo lipidico de sus crias.

4. La sustitucion de la dieta de cafeteria en ratas con obesidad dietética un mes
antes del embarazo, genera un efecto protector en la descendencia que se
manifiesta en edad adulta con una menor ganancia de peso, menor acumulacion
de grasa, menor hiperfagia y menor acumulacion de lipidos en el higado, incluso
con la exposicion a un ambiente obesogénico.

5. Esta menor adiposidad puede en parte explicarse por la menor expresion de
genes lipogénicos que se observa en machos de madres postcafeteria
alimentados con western diet. EI hecho que las crias macho de madres
postcafeteria mostraran, ya en edades tempranas una menor expresion de genes
lipogénicos en el tejido adiposo blanco retroperitoneal, sugiere la existencia de
un efecto de programacion metabdlica, ya presente en edades tempranas y que se
manifiesta claramente en la edad adulta ante una dieta obesogénica.

6. La menor expresion hipotalamica del neuropéptido orexigénico NPY, observada
en los descendientes macho de madres postcafeteria cuando son adultos, y que
ya se observaba en etapas tempranas, se explicaria por cambios en la
programacion metabdlica originados por la sustitucion de la dieta obesogénica
en las madres antes del embarazo. Este cambio en la programacion metabélica
implicaria al Npy en una mejor regulacién de la ingesta energética y que podria
verse reflejado en la edad adulta. Asi, las crias de madres postcafeteria tienen
una menor ingesta calodrica, incluso cuando han sido expuestos a una dieta
apetecible y alta en grasas y sacarosa como la western diet.

7. Los descendientes macho de madres postcafeteria alimentados con western diet
en la edad adulta acumulan menos lipidos en el higado, lo que podria explicarse
por la menor activacion de la expresion de genes relacionados con la lipogénesis
hepatica que se observa en estos animales, comparados con las crias adultas de
madres control.
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