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RESUMEN
Estudios en humanos y en modelos animales sugieren que los origenes de la
obesidad y los trastornos metabdlicos, no solo son consecuencia de los
factores de riesgo tradicionales en adultos, sino también en la interaccién entre
la carga genética con el ambiente durante periodos criticos de desarrollo, como
el periodo prenatal y/o postnatal inmediato. Se han disefiado varios modelos
animales para estudiar la programacion metabdlica pero han sido enfocados,
principalmente, en la desnutricibn materna, encontrando hiperleptinemia,
hiperinsulinemia, aumento del tejido adiposo. Ademas, también se ha
encontrado que ratas que fueron privados del cuidado materno a través del
modelo de crianza artificial (CA) en el periodo de postnatal pre-destete,
muestran un incremento en la grasa epididimal y esteatosis hepatica. Estos
datos sugieren que el cuidado materno podria ser un factor mas en la
programacion metabdlica temprana. Para evaluar lo anterior, crias macho de 4
a 22 dias de edad fueron: 1) Criadas en el sistema de CA, sin madre ni
hermanos (CA-Aislado), 2) CA con estimulaciones corporales (CA-Tactil), y 3)
Criadas por su madre (CM). A los 3 meses de edad (90 DPN) fueron expuestos
a un segundo reto de agua con sacarosa al 5% durante 6 semanas y se
cuantificé la ingesta de alimento, de agua, y el peso corporal cada semana.
Posteriormente se obtuvieron muestras de tejido adiposo de 5
compartimentos, y se midié glucosa, colesterol y triglicéridos en suero, asi
como concentracion de hormonas como insulina, leptina y adiponectina. Se
obtuvo que la crianza artificial modifica negativamente algunos parametros
medidos como: Ingesta de agua total (p= 0.004), triglicéridos (p<0.001), leptina

(p<0.001), insulina (p<0.001), adiponectina (p<0.001), IRI (p<0.001), indice de



adiposidad (p<0.001), Tejido adiposo retroperitoneal (p=0.021), area del
adipocito (p<0.001). De la misma manera se obtuvo que la ingesta de
sacarosa tuvo efecto en: ingesta de agua total (p<0.001), ingesta de alimento
total (p<0.001), calorias totales (p<0.001), triglicéridos (p<0.001), area del
adipocito (p<0.001). Se obtuvieron interacciones (crianza X tratamiento)
estadisticamente significativas para las variables: Triglicéridos (p<0.001),
insulina (p=0.013), IRI (p=0.013), tejido adiposo retroperitoneal (p=0.031).Esto
sugiere que la CA podria ser propuesta como un modelo de programacion
metabdlica y que la estimulacion tactil no previene los efectos de la crianza

artificial.

Palabras clave: Crianza artificial, programacion metabdlica, sacarosa,

metabolismo



1. INTRODUCCION

Estudios en humanos y datos obtenidos en modelos animales han sugerido
que los origenes de la obesidad y los trastornos metabdlicos, no solo son
consecuencia de los factores de riesgo tradicionales en adultos (malos hébitos
de alimentacién y estilos de vida sedentarios, etc.), sino también en la
interaccion entre la carga genética con el ambiente durante periodos criticos de
desarrollo, como el periodo prenatal y/o postnatal temprano (Taylor y Poston,
2007; Mulchand y Srinivasan, 2011). Al respecto, se ha propuesto la existencia
de una predisposicion a sufrir trastornos metabodlicos y cardiovasculares en
etapa adulta en individuos que sufren estrés cronico, ingesta excesiva de
hidratos de carbono o desnutrici6n/malnutricion en etapas criticas del desarrollo
(Elford y cols., 1992; Taylor y Poston, 2007; Cervantes-Rodriguez y cols.,
2014). Lo anterior se ha sugerido por la evidencia del cambio demogréfico de
poblacion hacia un fenotipo de trastornos metabdlicos y/u obesidad en un
tiempo relativamente corto (una a dos generaciones) que hace susceptible el
papel genético y favorece el de los mecanismos epigenéticos [cambios en la
expresion génica sin alterar (mutaciones) la secuencia de los genes] (Manuela-
Belén y cols., 2007; Sanchez-Serrano y Lamas, 2011). Este conocimiento ha
generado la hipétesis de la programacion del desarrollo, ahora conocida como
los origenes en el desarrollo de la salud y la enfermedad (Duran, 2004; Mc
Millen y Robinson, 2005). Distintos modelos animales que se han enfocado en
aspectos nutricionales, han mostrado la importancia de la participacion de la
restriccion proteica durante la gestacion y/o lactancia en el desarrollo de
diversos parametros metabolicos relacionados con la obesidad (Taylor y
Poston, 2007). Por ejemplo, se ha reportado en la rata que crias recién nacidas

de madres que sufrieron desnutricion durante la gestacion pueden presentar
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alteraciones en el peso (Bautista y cols., 2009; Zambrano y cols., 2005).
Incluso, cuando estas crias son sometidas a ingesta continua de sacarosa,
como un segundo reto en la vida adulta, presentan altos niveles de insulina,
colesterol, leptina e incremento en la cantidad de tejido adiposo (Cervantes-
Rodriguez y cols., 2014). Los mecanismos propuestos implicados en la teoria
de la programacion, ain no son claros y se requiere de mayor investigacion
para apoyar dicha hipotesis, e incluso evidenciar otros posibles factores

involucrados en los origenes de los trastornos metabdlicos y cardiovasculares.

Un aspecto a considerar de los datos anteriormente descritos es el efecto
secundario de la desnutricibn/malnutricién de la madre en modelos animales,
sobre las conductas sociales, como la conducta materna, y como estas pueden
afectar el desarrollo de la progenie. Se sabe que ratas madres que son
desnutridas durante la gestacién y/o lactancia manifiestan alteraciones en el
despliegue de su conducta materna (proporcionan poco lamido corporal a las
crias), la cual es la principal interaccién social de la progenie durante este
periodo (Galler y Tonskiss, 1991; Gonzalez-Mariscal y Melo, 2013). Incluso, se
ha reportado en roedores que la separacion materna parcial (modelo de estrés
cronico temprano), podria también estar implicado en el desarrollo de la
programacion metabdlica (Moyer-Mileur y cols., 2010). Para el estudio de
problemas de desarrollo en periodos criticos se han utilizado varios modelos
animales como: la separacion materna repetida, el destete precoz, y la
privacion materna total a través de la crianza artificial (Matthews y Robbins,

2003; Melo, 2015; Lomanowska y Melo, 2016; Palomboy cols., 2010).



En humanos se ha encontrado que cuando el cuidado materno es inadecuado
0 negligente o incluso estresante, como por ejemplo en maltrato infantil o abuso
sexual, el desarrollo y crecimiento de la progenie se altera desfavorablemente a
nivel del sistema nervioso central (Gonzalez-Mariscal y Melo, 2013; Teicher y
cols., 2003). Ademas, se ha encontrado una correlacion entre la pérdida de los
padres en la infancia con un incremento en el indice de masa corporal (Alciati y
cols., 2011) y deso6rdenes alimenticios (Wonderlich y cols., 1994). Estos datos
sugieren que ademas de problemas de nutricion temprana, los cuidados
maternos que recibe la progenie en este periodo incluyendo la leche materna,
podrian participar en el desarrollo de la programacion metabdlica y/o

alteraciones conductuales, que conlleve a sufrir trastornos metabdlicos.

2. CONDUCTA MATERNA

El desarrollo socio-afectivo de los individuos, constituye uno de los pilares
fundamentales en todo el desarrollo del ser humano. Para la mayoria de los
mamiferos altriciales cuyas crias nacen inmaduras (no oyen, no ven, no
coordinan sus movimientos, no pueden conseguir su alimento, ni regular su
temperatura corporal), la privaciébn de cuidados maternos, provoca efectos
contraproducentes en el desarrollo fisico, cognitivo, afectivo y social de la
progenie, con base en ello, se concibe como un pilar fundamental la relacién

madre-hijo (Rosenblatt y Lehrman, 1963; Melo, 2015; Moreno y cols., 2011).

La conducta materna (CM) consiste en la expresién de una serie de patrones
motores y eventos somato-sensoriales por parte de la madre durante la

gestacion, el parto y la lactancia. Esto con la finalidad de proveer de nutrientes,



de proteccion, de calor y de los estimulos sensoriales (estimulos tactiles,
auditivos y odoriferos), hormonales (a través de la leche materna) y sociales
(interaccion madre-hijos y entre los hermanos) necesarios para el crecimiento,
desarrollo y maduracion de la progenie. En la rata, la CM se inicia al final de la
gestacion con la construccién del nido (Dos o tres dias antes del parto la
hembra acarrea paja, 0 aserrin, con el hocico y las patas delanteras y después
lo acomoda alrededor de su cuerpo) y continla después del parto y declina
cuando la progenie comienza a regular su temperatura corporal durante el

periodo postnatal pre-destete (del nacimiento al dia postnatal 21-22).

Durante el parto, la madre favorece la expulsién de las crias del canal de parto
mientras lame su region ano-genital y corporal, y después se come las
membranas amnioticas y la placenta (placentofagia), y agrupa a las crias en el
nido, o las acarrea si se alejan, se coloca sobre ellas adoptando la postura de
amamantamiento. Durante este Ultimo evento, la hembra lame el cuerpo y la
regiébn ano-genital de las crias para estimular la miccion y la defecacién, y se
inicia el periodo de lactancia. (Rosenblatt y Lehrman, 1963; Melo y Fleming

2006; Ugarte y cols., 2013; Gonzélez-Mariscal y Melo, 2013).

En todas las especies de mamiferos el amamantamiento es el componente
conductual mas importante de la CM, pues esté involucrado directamente en
proveer de alimento a la progenie. La leche materna también contiene factores
bioactivos que incrementan el sistema inmune inmaduro de la cria, brindando
proteccion contra infecciones y otros factores que ayudan a la digestion,
absorcion de nutrientes y al su neuro desarrollo, tales como, inmunoglobulinas,
lipasa estimulada por las sales biliares y &cidos grasos polinsaturados de

cadena larga entre otros. (Melo, 2015; Bautista, 2015; OMS 2009).
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Para el estudio de la participacién de los factores ambientales involucrados en
la expresion de la CM se han utilizado diversos modelos animales como:
“‘manipulacion” o “handling”, destete temprano, separacién materna parcial o
repetida (SMP) y privacion materna total y crianza artificial (CA) (Melo, 2015;
Lomanowska y Melo, 2016). Este ultimo modelo animal ha sido util para evaluar
la participacion especifica de cada una de las sefiales o estimulos que
provienen de la madre, y de los hermanos de camada, durante el periodo
postnatal pre-destete, sin causar estrés crénico ni desnutricion (Lomanowska y

cols., 2011; Lomanowska y Melo, 2016).

3. MODELO DE SEPARACION MATERNA TOTAL Y
CRIANZA ARTIFICAL

Los primeros estudios que dieron origen al paradigma de crianza artificial (CA)
fueron los relacionados a la nutricion de las crias en el periodo de lactancia.
Esta técnica permitia controlar la cantidad y composicion de la formula lactea
que recibia cada cria, permitiendo asi estudiar los efectos de la desnutricion o
sobre nutricion en este periodo (Patel y Hiremagalur, 1992; Hall, 1975; Smart y
cols., 1983). Estos estudios también mostraron que las crias que recibian
diariamente estimulos tactiles durante las primeras 3 semanas de vida difirieron
significativamente en caracteristicas fisioldgicas y del comportamiento en la
vida adulta, comparado con crias que no recibieron estimulaciones tactiles
(Lenz y cols., 2007; Pérez-Torrero, 2015). El mayor uso de dicho modelo ha
sido para evaluar la participacion de la conducta materna sobre el desarrollo de

las crias (Lomanowska y Melo, 2016).
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Se han utilizado diferentes protocolos de separacién, en la que se varia el
namero de dias de separacion de las crias y de la etapa de desarrollo que se
encuentran estas, dentro de estos protocolos, los mas utilizados son la
separacion materna parcial y separacion materna total. La separacion materna
parcial consiste en separar a las crias del ambiente materno de 3, 6 0 24 horas
diarias durante los primero 10 a 14 dias de vida. En cuento a la separacion
materna total consiste en separar a las crias totalmente del nido a partir del dia
3 0 4 de vida hasta el destete, manteniéndolas dentro de un sistema de crianza
artificial para proveerles calor, proteccibn y nutrimentos (Melo, 2015;
Lomanowska y Melo, 2016). Este paradigma utiliza el sistema de “crianza
artificial” de Hall (1975) que consiste en separar a las crias del nido y criarlas
sin la madre dentro de una incubadora, donde se les provee de calor,
proteccion y alimentacion. Una vez que se separan a las crias del nido se les
implanta un catéter en el estbmago o en la mejilla, que a su vez esta conectado
a una jeringa que contiene una férmula lactea con macro y micronutrimentos
similares a los de la leche materna de rata (Messer y cols., 1969). En general,
las formulas artificiales de leche han mostrado ser una alternativa nutricional
que satisface las necesidades de las crias (Auestad y cols., 1989). La jeringa
se conecta durante las 24 horas del dia a una bomba de infusién Harvard que
suministrar leche por 10 minutos cada hora (figura 1), esta técnicas permite la
privacion cronica del cuidado materno sin comprometer el estado nutricional.
También las crias reciben estimulacion ano-genital dos veces al dia con un
pincel de cerdas finas, con la finalidad de simular el lamido que provee la

madre para estimular la miccion y defecacion (Melo, 2006).
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Con respecto a la férmula lactea empleada en esta técnica de crianza artificial,
hay claras diferencias entre esta y la leche de rata, como la falta de hormonas y
factores de crecimiento, lo que sucede con las formulas para bebé en humanos
(Savino y cols., 2009). Otra diferencia es que la composicion de la férmula
lactea sigue siendo la misma a través del desarrollo de las crias, donde las
concentraciones de macro y micro nutrimentos no cambian, como lo reportan
en animales alimentados por la madre. También se conoce que el tipo de
proteina utilizada varia en cada tipo de formula, en algunos estudios han
utilizado caseina, otros suero de leche o proteina de soya. (Auestad y cols.,

1989; Dymsza y cols., 1964; Messer y cols., 1969).

Se ha propuesto que este modelo de separacién materna total no es un modelo
de estrés crénico, ya que Lomanowska y colaboradores en el 2011, reportaron
que al medir concentraciones basales de corticosterona un dia después de
iniciar la crianza artificial, en los dias 3, 5 y 6 postnatal, no se encontraron
diferencias significativas respecto al grupo criado por su madre, aunque esta
concentracion fue mas alta al 3 DPN y la mas baja fue a las 6 DPN. Sin
embargo existen diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes

edades (Figura 2) (Lomanowska y cols., 2011).

Uno de los beneficios principales de este paradigma es que es posible estudiar
el papel de cada una de las variables que participan en la interaccion madre-
hijo, por lo que esta técnica permite no solo evaluar la participacion global de
los factores o sefales sensoriales y sociales provenientes de la madre y de los
comparferos de camada, sino también de determinar experimentalmente, cual o
cuales de las sefales involucradas participan en el desarrollo de determinados

sistemas neuroendocrinos o conductuales (Melo, 2015; Lomanowska y Melo,
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2016). Los primero trabajos que estudiaron los efectos de la separacion
materna en ratas mostraron que estas se afectaban en caracteristicas
conductuales como agresividad, ansiedad, depresién y conductas maternas
anormales, déficit en el aprendizaje social, déficit en la expresion de la
conducta sexual en machos (Levine, 2001; Melo, 2015; Lomanowska y Melo,
2016). Ademas se ha reportado que la adicion de estimulos sensoriales,
previene parcialmente algunos de los efectos negativos sobre la conducta
materna (Gonzéles y Fleming, 2002; Gonzalez y cols., 2001; Lenz y cols.,
2007). El modelo de crianza artificial se sugiere tiene validez como un modelo
animal de la atencion institucional debido a que se pueden replicar algunos de
los aspectos en los niflos que viven en orfanatos, por ejemplo el aislamiento
social. Nelson y colaboradores reportaron en un estudio realizado en Bucharest
Rumania, que los niflos que vivieron en orfanatos del nacimiento hasta los dos
aflos de edad, muestran alteraciones neurolégicas tales como, coeficiente
intelectual mas bajo, actividad eléctrica cerebral deficiente y una reduccion del
volumen cerebral, asi como menos habilidades para relacionarse respecto a los
nifos que nunca vivieron en orfanatos o nifos que crecieron en hogares de

acogida. (Nelson y cols., 2013; Almasy cols., 2012)
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DPN 4

Sistema de crianza

CA- Aisladas

{ CA-Tactiles
Vista de cerca

CA-Sociales

Figura 1. Esquema del sistema de crianza artificial (CA). La formula de leche se
administra con una bomba de infusién, mientras que las crias se encuentran en botes
individuales que estan en contacto con agua caliente dentro de un acuario. Las crias
CA-Aisladas, reciben minima estimulacion tactil en la regién ano-genital, mientras que
las crias CA-Téctiles reciben simulacion de lamido materno adicional como
estimulacion tactil a lo largo de su cuerpo. Las Crias CA-Sociales son alojadas con dos
de sus compafieros de camada recién alimentadas que se reemplazan cada 12 horas,
todos los dias. Modificado de
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Figura 2. Concentracion basal de corticosterona al 3, 5y 6 DPN después de 1 dia
de crianza artificial. No hubo diferencias entre los grupos de crianza artificial en

comparacion con el grupo criado por su madre. Modificado de Lomanowska y cols.
,201
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4. TEORIA DE LA PROGRAMACION METABOLICA EN EL
DESARROLLO

Investigaciones cientificas han demostrado que la salud esta intimamente
relacionada con la calidad de vida en las primeras etapas del crecimiento. El
ambiente perinatal subdptimo puede programar la predisposicion para el
desarrollo de enfermedades crénicas, incluyendo la alteracion del metabolismo
de hidratos de carbono y de lipidos. En el campo de la biologia del desarrollo
se ha propuesto que los estimulos positivos o adversos endogenos
(sefalizacion hormonal) o exdgenos (ambiente), durante etapas tempranas de
la vida tienen efectos permanentes a través de un proceso de programacion

que se expresan en etapas posteriores de la vida (Perea-Martinez, 2012).

Aportaciones llevadas a cabo respecto a este fendmeno, fueron basadas en
observaciones epidemiolégicas, realizadas por la aparicibn de obesidad y
problemas metabdlicos, principalmente relacionados con diabetes mellitus y
enfermedades cardiovasculares en individuos concebidos durante el llamado
Invierno de hambre Holandés. A este periodo se le conoce como el periodo de
hambruna ocurrido durante la ocupacion alemana de los paises bajos durante
la Segunda Guerra Mundial, de noviembre de 1944 a mayo de 1945. Durante
estos seis meses, las raciones de alimento se redujeron de aproximadamente
1800 Kcal/dia a 600 Kcal/dia y posteriormente al terminar la invasion,
aumentaron a 1700 Kcal/dia (Schulz, 2010; Roseboom, 2006);
interesantemente el peso de estos sujetos que padecieron este periodo de
hambruna no parecié afectado por dicho “reto” en su desarrollo, pues aunque
esta exposicion fue en los dos primeros trimestres de la gestacion, los efectos

se observaron hasta la adultez temprana, donde se encontrd una clara relacion
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ya que ellos presentaron un riesgo dos veces mayor de sufrir problemas

metabdlicos en la vida adulta (Roseboom, 2006, Ravelli, 1976)

Fue hasta 1986 cuando el Dr. David Barker de la Universidad de Southampton,
Inglaterra, propuso la idea de una correlacién entre el bajo peso al nacimiento y
el riesgo a enfermedades coronarias en la vida adulta (Barker y cols., 1989).
Este fue el inicio de varios estudios epidemioldgicos y con modelos animales,
encaminados a identificar la relacion que existe entre la talla y peso del
neonato con la hipertension arterial, enfermedades cardiovasculares vy
cerebrovasculares, obesidad, dislipidemias e intolerancia a la glucosa
(Barker 1998). Entonces surge el término: “hipdtesis en los origenes del
desarrollo de la salud y la enfermedad (DOHaD)”, por sus siglas en inglés,
antes conocido como “programacion del desarrollo”, que propone que la
fisiologia y el metabolismo fetal y neonatal pueden ser alterados por cambios
durante una ventana de tiempo critica del desarrollo, como la gestacién y la

lactancia (Barker y cols., 1989; Mc Millen y Robinson, 2005; Duréan, 2004).

El primer principio importante de esta hipo6tesis es que existen ventanas de
tiempo criticas en un periodo temprano de la vida, cuando los érganos son
vulnerables a cambios tales como la disminucién de la oxigenacién, el
suministro de nutrientes y la alteracion en la exposicion a las hormonas
(Nathanielsz, 2006). Dichos cambios pueden inducir respuestas
fisiol6gicas/metabdlicas permanentes que se asocian con el desarrollo de
enfermedades en el adulto. El feto metabdlicamente programado presenta
modificaciones permanentes en la estructura y fisiologia de 6rganos, asi como

alteraciones en la expresion de genes involucrados en su propio metabolismo,

17


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barker%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9680492

por lo que el fenotipo del adulto es la suma de los factores genéticos, asi como
de la influencia del ambiente fetal y posnatal (Mc Millen y Robinson, 2005).
Otras aportaciones fueron las observaciones realizadas en el Reino Unido y en
Suecia en 1934, donde encontraron que la tasa de mortalidad se veia
incrementada en un grupo especifico de edad, por lo que analizaron la fecha de
nacimiento de estos individuos y el dia de defuncion, asi como, las causas de
su muerte las cuales fueron por isquemia del corazén (Srinivasan y Mulchand,
2008). Esta hipotesis, que podia ser explicada por una relacién entre una pobre
nutricion en el periodo fetal y posnatal temprano y la presencia posterior de
enfermedad cardiovascular, fue apoyada por un estudio en hombres de
Inglaterra de 64 afios de quienes se tenia su historia de peso al nacer y a
quienes se les practic6 una prueba de tolerancia a la glucosa posteriormente.
(Bruce y Hanson, 2010). Este experimento permitié concluir que existia una
relacion inversa entre la presencia de intolerancia a la glucosa o diabetes y el
bajo peso al nacer, relacién que se mantuvo a lo largo de todos los pesos
obtenidos al nacimiento ya que se notd que los individuos que nacieron con
peso menor a 2.5 Kg, tenian siete veces mas probabilidad de sufrir intolerancia
a la glucosa o diabetes que aquellos con peso mayor a 4.5 Kg (Fall, 1995;
Stocker y Cawthorne 2008).

Posteriormente surgié una nueva teoria conocida como genotipo-fenotipo
ahorrador: la cual propone que una deficiente nutricion fetal puede alterar y/o
adaptar el desarrollo de diferentes tejidos, entre ellos, el pancreas y que frente
a un ambiente de abundancia en la vida adulta, daran lugar a la aparicion de
intolerancia a la glucosa, asi como problemas metabdlicos (Manuela-Belén y

cols., 2007; Sanchez-Serrano y Lamas, 2011).
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De esta manera se refuerza la idea de que los problemas metabdlicos que se
padecen en la vida adulta, podrian estar fuertemente vinculados desde la vida
temprana, esto por un ambiente de privacion nutricional o lo contrario un
exceso de ellos. Estos hallazgos han sido reproducidos en diversos modelos
mostrando que esta relacion existe; sin embargo, las bases moleculares son
desconocidas y los papeles relativos que juegan los genes y los factores
ambientales son muy debatidos (Nathanielsz, 2006). Hasta el momento
podemos concluir que los origenes de las enfermedades crénicas no esta
estrictamente limitada por los genes heredados y/o la vida sedentaria si no por
las experiencias durante la vida temprana las cuales pueden contribuir a la
programacioén metabdlica, conduciendo a enfermedades en la vida adulta. El
surgimiento de este nuevo campo de la programacién del desarrollo ofrece, por
lo tanto, una ruta adicional para explicar la etiologia de las enfermedades
cronicas de aparicion en la edad adulta y nos permite seguir investigando en un

campo mas especifico las causas y raices de estas enfermedades.

5. MODELOS ANIMALES DE PROGRAMACION METABOLICA

Diversos modelos animales han sido disefiados para estudiar los efectos de la
programacion del metabolismo durante el desarrollo. Esta se puede definir
como el proceso a través del cual los retos nutricionales o de otro tipo de reto
ambiental (p.e., estrés), que ocurren durante una ventana critica de desarrollo
fetal o neonatal provocan cambios que pueden persistir por largo tiempo en el
fenotipo de la descendencia (Mulchand, 2011; Cervantes-Rodriguez y cols.,

2014). Los principales modelos se enfocan en los efectos de la nutricion
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materna como inductor de programacion metabdlica en la progenie, algunos de
estos son, la restriccion de proteina durante la gestacién y/o lactancia, y
exposicion a las crias a dietas altas en hidratos de carbono o lipidos en el
periodo de amamantamiento restriccion calérica del 50 y 30 por ciento, asi
como exposicidn sacarosa o dietas altas en grasa en la vida en la etapa adulta
como un segundo reto, simulando malos habitos de alimentacion (Patel y
Srinivasan, 2006 ). La mayoria de estos estudios tienen como resultado altas
concentraciones séricas de insulina, triglicéridos, colesterol, leptina, aumento
en los depésitos de tejido adiposo y en el tamafio del adipocito, lo que sugiere
que la programacién metabdlica predispone a manifestacion de enfermedades
cardiovasculares y/o metabdlicas (Nathanielsz, 2006; Cervantes-Rodriguez y
cols., 2014; Mela y cols., 2012). Se ha propuesto que las variaciones en el
suministro de nutrimentos durante el desarrollo temprano, pueden ser una
sefial de procesos adaptativos de la programacion que predisponer a la
obesidad en adultos (Barker y cols., 1989; Mulchand, 2011). En cuanto a los
modelos animales de restriccion de proteina en la dieta de madres gestantes,
los resultados son contradictorios, p.e., algunos estudios han encontrado que el
peso al nacer en las crias es bajo (Zambrano y cols., 2005), sin embargo, otros
estudios han reportado un incremento en el peso al nacer o ningun efecto
(Bautista y cols., 2009; Cervantes-Rodriguez y cols., 2014). Por el contrario,
varios modelos animales se han implementado para estudiar los efectos del
exceso de alimentos ricos en grasa (HFD, por sus siglas en ingles high fat diet
feeding mothers) durante la gestaciéon y la lactancia para desarrollar obesidad
materna. Como resultado, las crias provenientes de estas madres, son mas

pesadas, desarrollan hiperglucemia, hiperleptinemia y tiene mayor contenido de
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tejido adiposo y esteatosis hepatica al destete, comparadas con las crias de

madres control (Taylor y Poston, 2007; Bautista y cols., 2009).

Otro modelo animal usado para estudiar la programacién del desarrollo en el
metabolismo es la separacion materna parcial (SMP), éste consiste en apartar
a la rata madre de la camada por periodos de 3, 6 6 24 horas al dia, durante el
periodo hiporesponsivo al estrés (del dpn 4 al 14). Este procedimiento ha sido
considerado mas como un modelo de estrés cronico temprano que, como un
modelo de separacion materna per se (Kuhn y Schanberg, 1998; Ogawa y
cols., 1994). Los principales efectos, a largo plazo, se han encontrado en los
sistemas cognitivos, neuroenddcrinos, emocionales, neurobiolégicos Yy
conductuales (Melo, 2015; Gonzalez-Mariscal y Melo, 2017). De manera
interesante, recientemente se ha propuesto que este modelo también tiene
efectos sobre la programacion metabdlica en la progenie, sin embargo existe
poca evidencia al respecto, y mucho menos se sabe acerca de los mecanismos
implicados en dichos procesos. Por ejemplo, se ha encontrado que la SMP de
24 horas durante el periodo postnatal pre-destete, reduce el peso corporal y los
niveles circulantes de leptina en ratas con una dieta estandar de laboratorio,
cuando son adultos (Viveros y cols., 2010; Mela y cols., 2012). Estos resultados
sugieren que el paradigma de SMP es un modelo que podria ser Gtil para
evaluar la participacion de la experiencia temprana en la programacion
metabolica de la progenie, independientemente de la experiencia de dietas
hiper o hipocaldricas/lipidicas. Sin embargo, debido a que a dicho paradigma
se le ha implicado como un modelo de estrés cronico, aunado a una posible
desnutricion y/o deshidratacion, la interpretacion de los resultados es

controversial. De modo similar, crias que sufrieron SMP y que fueron sometidas
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a una dieta alta en grasa al destete como un segundo reto, presentan ganancia
de peso, una ingesta mayor de calorias, aumento de niveles de insulina, los
niveles de triglicéridos y en los niveles de leptina, en comparacién con los
grupos controles (Mela y cols., 2012). También se ha encontrado que crias que
sufrieron SMP y estrés en el periodo postnatal pre-destete, presentan
perturbaciones en la calidad del crecimiento y especificamente en el aumento
de los depdsitos de tejido adiposo abdominal, el desarrollo de obesidad y otros

efectos sobre el metabolismo (Moyer-Mileur y cols., 2010).

Con la finalidad de determinar los mecanismos implicados en estos procesos,
asi como de proponer estrategias de prevencion y de reversion de los efectos
negativos de experiencias adversas tempranas, se ha utilizado la técnica del
reemplazo de estimulos tactiles sensoriales. Por ejemplo, en humanos se ha
encontrado que la técnica del “canguro” o “skin-to-skin” en infantes prematuros
y de bajo peso corporal durante los primeros dias de vida, aceleran el
crecimiento y desarrollo de éstos (Field y cols., 2010). En los modelos animales
de separacién materna parcial y privacibon materna a través de la crianza
artificial (Melo y Fleming 2006, Lomanowska y Melo, 2016), el reemplazo de
estimulos sensoriales (tactiles) con un pincel de cerda finas (5-8 veces al dia) o
sociales (se colocan 1-2 crias de madres donadoras dentro del recipiente de
aislamiento) durante el aislamiento previene la mayoria de los efectos del
aislamiento (Gonzalez y cols., 2002; Lovic y Fleming, 2015; Melo y cols., 2006,

2009; Ver Lomanowska y Melo, 2016).

Estos efectos también han sido replicados en el paradigma de SMP, p.e, la
estimulacién mecénica tactil previene la hiperinsulinemia y el incremento de

corticosterona inducida por la SMP, la hipoxia y la hiperoxia (Moyer-Mileur y
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cols., 2010). Estos datos sugieren que los estimulos sensoriales,
especificamente los tactiles, durante el periodo postnatal pre-destete, son
criticos para el desarrollo de los neonatos, y podrian participar en la

programacion metabdlica de éstos.

6. GENERALIDADES DE TEJIDO ADIPOSO
En los mamiferos, existen dos tipos principales de tejido adiposo, blanco y
marron o también llamado pardo, este se desarrolla de forma embrionaria,
aunque en humanos se pensaba que el tejido adiposo marrén estaba
restringido a un depdsito interescapular en bebés y adultos expuestos
cronicamente a un frio extremo. Pruebas mas recientes sugieren que los
adipocitos marrones, poseen caracteristicas tanto de adipocitos marrones
como blancos (Zwick y cols., 2018). Los adipocitos marrones, con un diametro
promedio, son mas pequefios que los adipocitos del tejido adiposo blanco, la
grasa parda deriva su color de la extensa vascularizacion y la presencia de
muchas mitocondrias densamente empacadas, este atravesado por muchos
MAas vasos sanguineos que la grasa blanca, estos vasos sanguineos ayudan a
suministrar combustible para el almacenamiento y la oxidacion, y dispersan el
calor generado por las numerosas mitocondrias a otras partes del cuerpo (Do

Nascimento y cols., 2009).

Po otro lado el tejido adiposo blanco que se compone principalmente de
adipocitos grandes que albergan una gota de lipidos y una cantidad
notablemente menor de mitocondrias que los adipocitos marrones (Ottaviani y

cols., 2011) se distribuye por todo el cuerpo en varios depdsitos distintos en
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humanos. Los sitios incluyen: omental, mesentérico, retroperitoneal, gonadal y
pericardico, infiltrandose, casi toda la regidon por via subcutdnea, 6rganos y
visceras huecas de la cavidad abdominal o mediastino y varios grupos
musculares, para los cuales ofrece proteccién mecanica, suaviza el impacto de
los choques y permite un deslizamiento adecuado de paquetes de musculos,

uno sobre otro, sin comprometer su integridad funcional (Zwick y cols., 2018 ).

El tejido adiposo blanco es un érgano metabdlicamente dinamico que es el sitio
principal de almacenamiento de energia en exceso, pero sirve como un érgano
endocrino capaz de sintetizar una serie de compuestos biolégicamente activos
que regulan la homeostasis metabdlica (Do Nascimento y cols., 2009). Este
tejido esta compuesto no solo de adipocitos, sino también de otros tipos de
células llamadas fraccion estroma-vascular, que comprende células
sanguineas, células endoteliales, pericitos y células precursoras de tejido

adiposo, entre otros (Ottaviani y cols., 2011).

La adipogénesis se refiere a la diferenciacién de los pre-adipocitos en células
grasas maduras, es decir, el desarrollo de tejido adiposo, que varia segun el
sexo y la edad. Los adipocitos se diferencian de las células precursoras
estrelladas o fusiformes de origen mesengquimatoso. Los pre-adipocitos dentro
del tejido adiposo pueden diferenciarse en adipocitos maduros a lo largo de la
vida, permitiendo asi la expansion hiperplasica del tejido adiposo cuando se
necesitan mayores requisitos de almacenamiento (Coelho y cols., 2013).
Ademas, los adipocitos maduros pueden expandirse en tamafio para adaptarse
a las mayores necesidades de almacenamiento y en situaciones de
sobrealimentacién se vuelven hipertroficas. Como resultado, el nimero de

adipocitos y la morfologia se transforman en respuesta al balance energético a
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través de los procesos bioquimicos involucrados en la captacion de lipidos, la
esterificacion, la lipolisis y la diferenciacion de los pre-adipocitos (Ottaviani y

cols., 2011).

La lipoproteina lipasa (LPL) tiene su sitio de accion fisiolégica en la superficie
luminal de las células endoteliales capilares, donde la enzima hidroliza el
componente triacilglicerol (TAG) de las particulas de lipoproteina circulantes,
quilomicrones vy lipoproteinas de muy baja densidad para proporcionar acidos
grasos libres y 2-monoacilglicerol para la utilizacion de tejidos (Bernlohr 2002).
La mayoria de los triacilgliceroles plasméticos son proporcionados por los
lipidos de la dieta, que se secretan del intestino en forma de quilomicrén o del
higado en forma de VLDL, liberados en circulacion como acidos grasos no
esterificados por lipoproteinas lipasa, son captados por el tejido adiposo blanco
(Bernlohr, 2002; Coelho y cols., 2013). La actividad de la LPL se puede alterar
de manera especifica para el tejido, lo cual es fisiolégicamente importante
porque dirige la utilizacion de los &cidos grasos, segun las demandas
metabdlicas, de los tejidos individuales, de modo que la degradacion de las
lipoproteinas ricas en triacilglicerol se puede dirigir a sitios especificos (Diez,
2003). Por otro lado, la concentracion de insulina en plasma parece ser mas
importante que la prolactina para controlar la actividad de la LPL y el depdésito
de lipidos en tejido adiposo blanco durante la lactancia y después del destete.
La insulina aumenta la expresion del gen LPL y la actividad en adiposo blanco

(Bullo, 2003).

La lipogénesis de novo es una via importante para convertir el exceso de
carbohidratos ingeridos en triacilglicerol para ser almacenado en el tejido

adiposo blanco. Factores fisioldgicos como la dieta y el ayuno regulan esta ruta
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metabdlica, que también se modifica en condiciones patolégicas (Coelho vy
cols., 2013). En los humanos, La lipogénesis ocurre preferentemente en el
tejido adiposo peor también el higado es responsable de la conversion del
exceso de carbohidratos en la dieta en &cidos grasos, a través de la
lipogénesis de novo (Bullo, 2003). En modelos experimentales las ratas obesas
tienen una alta tasa de novo de tejido adiposo blanco y de lipogénesis hepéatica
en comparacion con las magras. El efecto de los glucocorticoides sobre la
lipogénesis de novo es controvertido, un estudio previo mostré que, in Vvivo,
esta hormona causa una disminucion en la actividad de las enzimas
lipogénicas en el tejido adiposo blanco, es bien sabido que la insulina es la

hormona lipogénica mas importante (Gray y Vidal-Puig, 2007).

El tejido adiposo se considera como el 6rgano de almacenamiento mas grande
del cuerpo para obtener energia en forma de triacilgliceroles, que se movilizan
a través de la via de la lipdlisis para proporcionar combustible a otros érganos.
La liberacion de &acidos grasos no esterificados (NEFA) es una funcién
especifica para el tejido adiposo; de hecho, no se sabe de ningun otro tejido en
el cuerpo de los mamiferos que movilice NEFA y los libere a la circulacion para
gue otros tejidos lo absorban (Diez, 2003). La lipasa sensible a hormona (HSL)
existe en dos formas: una forma activa fosforilada y una forma inactiva (o
menos activa) no fosforilada, y esta interconversion esta regulada por la accién
hormonal. La fosforilacion de HSL da como resultado un aumento de la
actividad hidrolitica, la translocacién de HSL desde el citosol a la superficie de
la gota de lipidos y una mayor degradacion de TAG en la célula (Zwick y cols.,
2018). Junto con la insulina y las catecolaminas, la lipdlisis es estimulada, bajo

estricta regulacién, por las catecolaminas, el glucagén, la hormona
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adrenocorticotrofica (ACTH), la hormona del crecimiento, la testosterona, el

péptido natriurético auricular y la leptina (Friihbeck y cols., 2001).

A través del descubrimiento de la capacidad de segregar hormonas, se ha
atribuido gran importancia al papel del tejido adiposo. El tejido adiposo blanco
puede representar el tejido endocrino més grande de los humanos, se basa en
la capacidad de las células grasas de segregar numerosas hormonas, factores
de crecimiento, enzimas, citoquinas, factores del complemento y proteinas de
la matriz (tabla 1) (Coelho y cols., 2013; Zwick y cols., 2018). El tejido adiposo
también expresa receptores para la mayoria de estos factores que estan
implicados en la regulacion de muchos procesos, incluida la ingesta de
alimentos, el gasto de energia, la homeostasis del metabolismo, la inmunidad y
la sangre. Los datos experimentales sugieren que existen algunas diferencias,
con respecto a la sintesis y secrecion de adipocinas, entre la grasa visceral y el
tejido adiposo subcutaneo, ya que la grasa visceral parece ser mas activa. La
reduccion de la grasa visceral, por lo tanto, podria ser una medida preventiva
esencial de enfermedades metabdlicas (Ottaviani y cols., 2011; Gray y Vidal-

Puig, 2007).
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Tabla 1. Factores secretados por el tejido adiposo

Molécula Funcion/efecto

Leptina Sefiales al cerebro sobre las reservas de grasa corporal.
Regulacion del apetito y gasto energético.

Adiponectina Juega un papel protector en la patogénesis de la diabetes
tipo 2 y la enfermedad cardiovascular

Resistina Se sugiere que tiene un efecto sobre a resistencia a la
insulina

TNF-a Afecta la sefalizacién del receptor de insulina, posible
causa del desarrollo de resistencia a la insulina en la
obesidad

IL-6 Pro-inflamatoria, metabolismo de glucosa vy lipidos

Angitensindégeno Precursor de Angiontensina Il, regula presion sanguinea

Adiposina Relacion potencial entre la via del complemento y el
metabolismo del tejido adiposo.

Glicerol Componente estructural de las principales clases de
lipidos biolégicos y precursor gluconeogénico.

AGL Oxidado en los tejidos para producir energia local. Servir
como sustrato para triglicéridos y sintesis molecular
estructural.

IGF-1 Estimula la proliferacion de una amplia variedad de células

y media muchas células y muchos de los efectos de la
hormona del crecimiento.

TNF-a —Factor de necrosis tumoral a, IL-6 — interleucina-6, PAI-1 — plasminogen
activator inhibitor 1, AGL — Acidos Grasos Libres, IGF-1 —Factor de crecimiento similar
a la insulina

7. HORMONAS REGULADORAS DE METABOLISMO
ENERGETICO

7.1 LEPTINA
En 1953, se propuso la teoria lipostatica en la que sugeria que el hipotdlamo

controla el consumo de alimentos para regular las reservas de grasa corporal,
con el tiempo, se aceptd que los cambios en el peso corporal de un adulto se
determinan principalmente por los cambios en la masa grasa corporal. Modelos
animales con ratones genéticamente obesos demostraron la presencia de un
factor en la regulacion por retroalimentacién del contenido de grasa corporal.

En 1994, el grupo de Friedman, identific6 este factor circulante como una
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proteina ob que ahora se conoce mas comunmente como leptina (Zhang vy

cols., 1994)

La leptina es un péptido glucosilado de 16 KD, estd constituido por 167
aminoacidos y tiene un puente disulfuro necesario para su actividad bioldgica.
El primero sitio de produccién de leptina, es el tejido adiposo blanco, pero
también es expresado en otros 6rganos, como en el estdbmago, pulmones,
placenta, posiblemente en el cerebro y en la leche materna de mamifero
(Fruhbeck, 2001). En el tejido adiposo de roedor, la expresion de la leptina se
hace evidente después de la diferenciacion de los preadipocitos en adipocitos
que coinciden con las etapas iniciales de la acumulacion de lipidos en las
células. La tasa de aumento en la expresion es proporcional al tejido adiposo
blanco y, aunque la expresion de leptina varia entre los diferentes depdsitos de
grasa, muestra una fuerte correlacién con el tamafio de los adipocitos (Zavala,
2008). La liberacion de esta hormona es pulsatil y existen oscilaciones diurnas
independientemente de los cambios relacionados con el peso, en los humanos,
las concentraciones de leptina son mas altas durante la noche que durante el
dia, y también se correlaciona con el indice glucémico de los alimentos, por el
contrario, el ayuno o la exposicion al frio, inhiben la produccion y liberacion de
leptina; el aumento de la expresion de leptina y la secrecion de los adipocitos
se ha relacionado con la estimulacién de insulina, la captacion de glucosa
celular y la disponibilidad de sustratos de energia, todos los cuales son
indicativos de un estado anabdlico. La activacion de los receptores f-
adrenérgicos o la elevacion de AMPc intracelular inhiben la expresion de
leptina, al igual que la exposicidén a acidos grasos libres, cada uno de los cuales

puede ser indicativo de un estado de movilizacion de energia (Harris, 2014).
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Los niveles de leptina circulantes reflejan el estado de las reservas de energia
del cuerpo, la sefializacion de leptina permite el gasto de energia en los
procesos de reproduccién y crecimiento y, la caida en los niveles de leptina
cuando las reservas de energia son inadecuadas (por ejemplo, durante la
inanicion) aumenta el apetito y disminuye la utilizacién de la energia. Por el
contrario, cuando los depdésitos de energia son adecuados, los altos niveles de
leptina disminuyen el impulso para comer y permiten la utilizacion de la energia
(Bates y Myers, 2003). Por lo tanto, los individuos obesos tienen niveles
elevados de leptina circulante que no logran mediar en la pérdida de peso, lo
que indica que en la mayoria de los seres humanos la obesidad representa una
forma de resistencia a la leptina, Se han postulado varios mecanismos que
subyacen a la resistencia a la leptina, incluidos los defectos en el acceso de la
leptina al cerebro, la sefializacién de LRb y las vias 0 neuronas que median la
accion de la leptina rio abajo, sin embargo no hay resultados concluyentes

(Buettner 2008; Harris, 2014 ).

Existen multiples isoformas del receptor de leptina (ObRa-ObRf), tienen la
estructura de los receptores de citoquinas de clase I, los diferentes subtipos de
receptores tienen secuencias intracelulares de diferente longitud y ObRb es el
anico receptor que incluye los dominios de unidn necesarios para la
sefalizacion de JAK-STAT. Se ha demostrado que este receptor de forma larga
(ObRb) activa los transductores de sefial de los factores de transcripcion y el
activador de transcripcion (STAT), ademas de fosforilar la fosfoinositol 3-
quinasa (PI3K), las proteinas quinasas activadas por mitogeno (MAPK) 1y 2y
el aumento del sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1) y la Pl 3-quinasa

asociada a IRS-2.La interrupcion del sitio de union de STAT3 en ObRb da
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como resultado una hiperfagia, un gasto energético reducido y un grado de
obesidad equivalente al de los ratones deficientes en ObRDb, este receptor se
expresa también en diversos nucleos neuronales del sistema nervioso central,
incluyendo los nucleos hipotalamicos arcuato (ARC), dorsomedial (DMH),
paraventricular, ventromedial (VHM) y lateral, el nucleo de rafe, el hipocampo,
la amigdala, el &rea ventral tegmental, el area de postrema y el nucleo del
tracto solitario (Goldenberg, 2014). Estos nucleos hipotalamicos, que forman el
llamado "centro de saciedad", son sitios cruciales de la accion de la leptina,
dentro de estos nucleos, el ARNm de LRb se expresa mas altamente en el
ARC, donde se encuentra en al menos dos poblaciones distintas de neuronas,
una poblacion sintetiza el neuropéptido Y (NPY) y el péptido relacionado con
agouti (AgRP) y la otra sintetiza pro-opiomelanocortina (POMC), este procesa
para producir el potente péptido anoréxico (supresor del apetito), una hormona
estimulante de melanocitos (aMSH) y NPY es una hormona orexigénica
(estimulante del apetito). La leptina actia a través de LRb estimula la
produccion de neuropéptidos anoréxicos y suprime los niveles de péptidos
orexigénicos. Las propiedades neuroquimicas de las neuronas en el DMH,
VHM vy en otros lugares (incluido el tronco del encéfalo) que expresan el ARNm

de LRb son poco conocidas (Granado y cols., 2012).

Ademas de su papel en la gestion del equilibrio energético, existe evidencia de
que la leptina desempefia un papel en el desarrollo neonatal de estos nucleos
del hipotalamo que participan en la regulacion central del equilibrio energético
(Stocker y Cawthorne, 2008). Un aumento de las concentraciones postnatal en
la leptina plasmética ocurre en roedores durante el periodo de

amamantamiento y podria servir como una sefial clave de desarrollo para que
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el hipotdlamo ejerza influencia sobre la ingesta de alimentos y el peso corporal
subsiguientes a lo largo de la vida. Durante este periodo, los niveles de leptina
materna se suprimen, lo que permite una modulacién positiva en el apetito en
la madre. Por lo tanto, la leptina juega un papel importante durante el periodo
de amamantamiento tanto en el equilibrio energético como en el metabolismo
materno infantil. En experimentos cuando las ratas neonatales recibieron
leptina por via oral, es absorbida por el epitelio gastrico inmaduro del neonato y
puede ejercer sus efectos al disminuir la produccion de leptina enddgena y la
sefializacion a traves del receptor de leptina en el intestino, y desempefiar un
papel potencial en el control a corto plazo de la ingesta de alimentos durante la
lactancia. Cuando se alimentd a estos cachorros con alimento sélido alta en
grasas durante el destete, las ratas que recibieron leptina oral durante el
periodo de amamantamiento cuando adultos mostraron una reduccién del peso
corporal y del tejido adiposo (Stocker y Cawthorne, 2008; Granado y cols.,

2012; Bouret y cols., 2006).
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Figura 3. Las distintas isoformas del receptor de leptina. Son codificadas por un
unico gen (LEPR) que da origen a 6 isoformas (LepRa a LepRf). Todas ellas tienen
distinto nUmero de aminoacidos (sefialado entre paréntesis) y comparten los dominios
extracelular y transmembrana, La excepcién es LepRe, que carece del dominio
transmembrana y se encuentra soluble en la circulacion. LepRb es la isoforma mas
larga y es la Unica que tiene los elementos estructurales necesarios para la activacion
de cascadas de sefializacion intracelular, en particular los residuos tirosina (YY) 985,
1077 y 1138, esenciales para la interaccibn con otras proteinas intracelulares.
Modificado de Goldenberg 2014

7.2 INSULINA
La insulina consiste en 51 aminoacidos con un peso molecular de 5,8 kDa,

formada por la cadena "A" de 21 aminoacidos y la cadena "B" de 30
aminoéacidos unida por enlaces disulfuro. La cadena A contiene varias regiones
gue son importantes para la union del receptor. La insulina almacenada en
células 3 del pancreas se empaqueta en "granulos" densamente agrupados, sin
embargo, el gen de la insulina codifica un precursor de 110 aminoacidos
conocido como preproinsulina. Al igual que con otras proteinas secretadas, la
preproinsulina contiene un péptido sefial N-terminal hidrofébico, que interactia
con las particulas de reconocimiento de sefial de ribonucleoproteina citosélica

(SRP). La SRP facilita la translocacién de preproinsulina a través de la
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membrana del reticulo endoplasmico rugoso hacia la luz y después al aparato
de Golgi, donde la proinsulina entra en las vesiculas secretoras inmaduras y se
escinde para producir insulina y péptido C y se almacena en otros granulos

(Shibasaki, 2004).

Aunque la biosintesis de la insulina esta controlada por mdultiples factores, el
metabolismo de la glucosa es el evento fisiolégico méas importante que estimula
la transcripcion del gen de la insulina y la traduccion del ARNm (Nystrom vy
Quon, 1999). La insulina es una hormona importante requerida para el
metabolismo normal, las células B detectan cambios en la concentracion de
glucosa en plasma produciendo una respuesta al liberar las cantidades
correspondientes de insulina. Para detectar el estado nutricional, las células
se agrupan en islotes que se conectan estratégicamente a la vasculatura. Los
capilares que rodean los islotes muestran un namero notable de pequefios
poros llamados fenestras que permiten un mayor intercambio de nutrientes
entre la circulacién y los tejidos circundantes. Esta estructura mejora la
permeabilidad, permitiendo el acceso sin restricciones de nutrientes para que
las células B puedan detectar el estado nutricional radpidamente, también
permiten una rapida difusion de la insulina en la sangre. Ademas de la glucosa,
algunos aminoécidos y acidos grasos también regulan la secrecion de insulina

(De Meyts, 2004).

Las células B no parecen contener receptores de glucosa unidos a la
membrana, el transportador de glucosa 2 (GLUT2), expresado
constitutivamente en células B, es el primer sensor de glucosa, a diferencia de
GLUT4, que se expresa principalmente en miocitos y adipocitos, la movilizacién

de GLUT2 a la membrana plasméatica es independiente de la insulina y la
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proteina transportadora muestra una baja afinidad de sustrato, lo que garantiza
una alta afluencia de glucosa (Fu y cols., 2013). Después de ingresar a las
células (3, la glucosa es fosforilada por la enzima glucoquinasa, esta es el paso
limitante de la velocidad en el metabolismo de la glucosa de las células B y se
considera un importante sensor de glucosa. El punto final de la glucdlisis es el
piruvato que luego se oxida a través del ciclo del &cido tricarboxilico por las
mitocondrias en las células B para producir ATP. La oxidacion del piruvato a
través del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) por las mitocondrias es la principal
via de sefalizacion acoplada a la “liberacién de insulina dependiente del canal
de potasio sensible a ATP (KATP)”, que aumenta la relacién intracelular ATP /
ADP, lo que secuencialmente conduce al cierre de los canales KATP
despolarizaciéon de la membrana plasmatica, apertura de los canales de Ca?*
dependientes de voltaje, influjo de Ca?* y activacion eventual de la exocitosis

de granulos que contienen insulina (Huang y Arvan, 1995; Kieffer, 1997).

Por otro lado el receptor de insulina pertenece a una subfamilia de receptores
tirosina quinasa, este receptor es una proteina tetramérica que consisten en
dos subunidades A y dos B, la unién de la insulina a la subunidad A, conduce a
la desrepresion de la actividad de la quinasa en la subunidad B seguida de una
transfosforilacion de las subunidades B y un cambio conformacional que
aumenta aun mas la actividad de la quinasa. Se han identificado al menos
nueve sustratos intracelulares de las cinasas receptoras de insulina, cuatro de
ellos pertenecen a la familia de proteinas del sustrato receptor de insulina
(IRS). Las tirosinas fosforiladas en estos sustratos actlan como "sitios de
acoplamiento" para proteinas que contienen dominios SH2 (Src-homologia-2).

Muchas de estas proteinas SH2 son moléculas adaptadoras, como la
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subunidad reguladora Pl (3) K y Grb2, la unién del sustrato a estas proteinas
SH2 puede regular sus actividades, o en algunos casos su ubicacién subcelular

(Saltiel y Kahn, 2001).

Por otro lado, la insulina también estimula el crecimiento y la diferenciacion
celular, y promueve el almacenamiento de sustratos en el tejido adiposo, el
higado y los musculos mediante la estimulacion de la lipogénesis, la sintesis de
glucégeno y proteinas y la inhibicién de la lipdlisis. Los efectos de la exposicidn
cronica a acidos grasos son un poco menos claros, pero parecen implicar un
aumento de la lipdlisis en el tejido adiposo blanco como resultado de la
resistencia a la insulina, un proceso que se amplifica con el aumento de peso
corporal y la acumulacion continua de tejido adiposo dando como resultados
niveles elevados de circulacién de acidos grasos libres que tienen un efecto
negativo (Fridlyand, 2004). Ademas, la acumulacion de tejido adiposo conduce
a una mayor secrecion de citoquinas TNF-a, IL-6, entre otras, se ha mostrado
gue la expresion de TNF- a aumenta en la grasa abdominal y el tejido muscular
de las personas obesas, el grado de expresion de TNF- a se correlaciona
positivamente con el grado de obesidad y los niveles de insulina plasmatica,
produciendo una inflamacion crénica de baja intensidad, la inflamacion inhibe la
actividad de sefalizacién de la insulina en los adipocitos y hepatocitos. (Le
Roith y Zick, 2001). Ademas, se acepta que la leptina ejerce un efecto
inhibitorio sobre la secrecion de insulina. Las deficiencias de leptina se asocian
con hiperinsulinemia tanto en ratones como en humanos, por el contrario la
resistencia a la leptina en las células B puede contribuir a la produccion

excesiva de insulina por células beta (Ye, 2013).
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7.3 ADIPONECTINA
La adiponectina es una proteina de 30 kDa con una estructura terciaria, se

divide en tres dominios: el dominio N-terminal, que tiene una gran variacion en
los aminoacidos entre las especies, el dominio tipo colageno y el dominio
globular de la region C-terminal. Esta estructura terciaria de la adiponectina
revela sorprendentes similitudes con la familia del factor de necrosis tumoral

(Wang y Scherer, 2016).

La adiponectina se expresa especificamente en el tejido adiposo en los
adipocitos completamente diferenciados, tres importantes depdésitos de tejido
adiposo son reconocidos como productores de esta proteina: subcutanea,
visceral y perivascular, aunque también puede ser secretada por
cardiomiocitos, hepatocitos y placenta en concentraciones mas bajas. Es
interesante observar que los compartimentos de grasa visceral son en gran
parte responsables de la secrecion de adiponectina, en comparacion con los
depdsitos subcutaneos (Bacha y cols., 2004). Los niveles de adiponectina
muestran un fuerte dimorfismo sexual con las hembras que promedian el doble

de los niveles observados en los machos (Combs, 2003).

El papel de la adiponectina estd mediado por receptores conocidos como
receptores de adiponectina 1 y 2 (Adiporl y Aipor2). Estos receptores tienen
siete porciones transmembrana, pero son funcionalmente diferentes de los
receptores acoplados a la proteina G, particularmente porque tienen una
polaridad opuesta (es decir, el extremo N se enfrenta al compartimiento

intracelular). Aunque en proporciones relativas, Adiporl y Adipor2 pueden
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variar de tejido a tejido y, en general, se expresan simultdineamente (Yamauchi

Ty cols., 2003).

La adiponectina funciona de manera autocrina y paracrina en el tejido adiposo,
y de manera endocrina en los tejidos distales. Los efectos autocrinos se ilustran
por su papel en la diferenciacion de los adipocitos. (Wang y Scherer, 2016). En
experimentos, en donde se induce la expresion en exceso de adiponectina, se
ha mostrado que se acelera la diferenciacion celular de los adipocitos, lo que
llevé a un aumento de la acumulacion de lipidos y una actividad de transporte
de glucosa, estos hallazgos sugieren que la adiponectina suprime la produccién
de glucosa y / o estimula la asimilacion de la glucosa independientemente de
los niveles de insulina, por lo que la adiponectina promueve la diferenciacién de

los adipocitos y aumenta la sensibilidad a la insulina (Balsan, 2015).

Los niveles plasmaticos de adiponectina disminuyen significativamente en
pacientes obesos y se correlacionan negativamente con el IMC. Las personas
con DM2 tienen concentraciones mas bajas de adiponectina en plasma en
comparacion con las personas sin diabetes, independientemente del IMC. En
muchos estudios, los niveles plasmaticos de adiponectina fueron mas bajos en
pacientes con enfermedad coronaria. Ademas de que a adiponectina inhibe la
produccion de citoquinas proinflamatorias y quimiocinas en las células
endoteliales, disminuyendo su capacidad para activarse en respuesta a varios

estimulos inflamatorios (Oh y cols., 2007).
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8. JUSTIFICACION

Se ha propuesto que en la mayoria de los mamiferos incluyendo humanos, las
experiencias sociales y sensoriales provenientes, principalmente, del cuidado
materno, durante los periodos criticos del desarrollo (p.e., periodos prenatal y
postnatal temprano), tienen efectos sobre procesos neuroendocrinos,
cognitivos, emocionales, fisioldgicos y conductuales del individuo (Melo, 2015;
Harlow y cols., 1965). Ademas de las experiencias antes mencionadas, se ha
propuesto la idea de que los origenes de las enfermedades crénicas no estan
estrictamente limitadas por los genes heredados y/o la vida sedentaria sino por
las experiencias durante la vida temprana las cuales pueden contribuir a la
programacion metabdlica conduciendo a enfermedades en la vida adulta, esto
por un ambiente de privacion nutricional un exceso de estos (Barker y cols.,
1989; Taylor y Poston, 2007; Mc Millen y Robinson, 2005; Duran, 2004).
Recientemente se ha mostrado, en modelos animales, que ratas macho adultas
que fueron sometidas a restriccién de proteina durante el periodo intrauterino
presentan incremento en el indice de adiposidad o porcentaje de grasa
corporal, ademas, cuando estas ratas fueron expuestas a ingesta cronica (10
semanas) de sacarosa al 5%, como un segundo reto, simulando malos habitos
de alimentacion, presentan un incremento en los niveles de triglicéridos,
insulina, colesterol y leptina en suero y un incremento en el tamafio de los
adipocitos (Cervantes-Rodriguez y cols., 2014). Datos similares han sido
reportados en crias de madres que fueron desnutridas durante la lactancia
(Zambrano y cols., 2006). Por otro lado, se ha propuesto que entre los factores
etiologicos de estos trastornos metabolicos en el humano no solo se encuentra

el aspecto nutricional sino también debido a la falta del cuidado materno, ya
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que ha encontrado una relacion entre la perdida de padres (por muerte o
divorcio) en edades tempranas con el desarrollo de obesidad en la etapa adulta
(Alciati y cols., 2011). Por lo que se ha sugerido que esta situacion de ausencia
del cuidado parental pueda causar ademas de la privacion de los estimulos
sensoriales y sociales también la falta de estimulos hormonales, provenientes
de la leche materna, estudios epidemiolégicos sugieren que el periodo de
lactancia es un momento crucial para determinar el aumento de peso a largo
plazo y la obesidad. Se ha mostrado una mayor tendencia a la obesidad en la
edad adulta entre los lactantes que fueron alimentados con formula en lugar de
ser amamantados. Esto involucra al periodo de amamantamiento como un
factor importante para en la regulacion posterior del apetito, ya que, la leptina
esta presente en la leche materna, pero no en la formula infantil y se ha
demostrado que tiene un efecto positivo sobre la saciedad y la regulacion del

equilibrio energético (Savino y cols., 2010).

Por otro lado, desde 1969 Messer y colaboradores, encontraron que ratas que
fueron privadas del cuidado materno a través del modelo de crianza artificial
(CA), mostraban un incremento en la grasa epididimal y un alto porcentaje de
grasa en el higado (Smart y cols., 1983; Messer y cols., 1969). Sin embargo se
desconoce si otros parametros metabdlicos son afectados en estos animales.
Similares resultados se encontraron en el modelo de separacibn materna
parcial (tiempo 3-6 h/dia) durante los primeros 12-14 DPN, procedimiento que
causa estrés cronico temprano. Es decir las ratas presentan en etapa juvenil
(post-destete) alteracion en los niveles de glucosa, corticosterona, aumento de
tejido adiposo e insulina. No obstante, si durante el aislamiento se les provee a

dichas crias de estimulos tactiles simulando los lamidos de la madre, algunos
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1)

2)

3)

de los efectos como altas concentraciones de insulina se previenen (Moyer-

Mileur y cols., 2010).

Todos estos datos sugieren que también la experiencia del cuidado materno en
el periodo de amamantamiento podria participar en la programacién metabdlica
temprana. Asi con todo lo ya mencionado sugerimos que el modelo de
privacidbn materna bajo el sistema de CA podria ser adecuado para estudiar la
interrelacion entre la relacion madre/cria y el desarrollo del metabolismo en

este periodo critico del desarrollo.

10. HIPOTESIS

La privacién materna y crianza artificial durante el periodo postnatal pre-destete

induce un efecto negativo en el metabolismo de las ratas macho adultas

El consumo de sacarosa cronica como un segundo reto exacerba los efectos

negativos programados durante la crianza artificial

La crianza artificial con estimulacion tactil durante el aislamiento previene los

efectos de la privacién materna y crianza artificial.
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11. OBJETIVOS

11.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si la crianza artificial durante el periodo postnatal pre-destete
produce un efecto negativo sobre el metabolismo de las ratas macho adultas y
si la exposicidon a un segundo reto exacerba los efectos programados en la

crianza artificial

11.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la concentracidbn de glucosa, triglicéridos colesterol total, insulina,
leptina, adiponectina y ademas el tejido adiposo, después del consumo crénico
de agua con sacarosa 0 sin sacarosa en ratas macho adultas que fueron
sometidas a crianza artificial y a la crianza materna.

. Calcular el consumo de agua con y sin sacarosa asi como la ingesta de
alimento y las calorias totales consumidas

Evaluar los mismos parametros metabdlicos mencionados en los dos anteriores
objetivos, en los animales que recibieron estimulacion tactil (grupo CA-TActil)

durante la crianza artificial.
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12. METODOLOGIA.

12.1 SUJETOS

Se usaron ratas de la cepa Wistar proporcionadas por el Bioterio del Centro de
Investigacion en Reproduccion Animal (CIRA) CINVESTAV-Laboratorio
Tlaxcala, Universidad Autonoma de Tlaxcala ubicado en Ixtacuixtla, Tlaxcala. A
cargo del Médico veterinario Rosario Chirino Vargas 1079105. Las ratas fueron
alojadas en cajas de Acrilico medianas y mantenidas en ciclos de luz/oscuridad
de 12/12, la luz se encendia a las 12:00 hrs. La humedad y la temperatura se
mantuvieron entre 40%-50% y 23°-24°C, respectivamente. Fueron alimentadas
con una dieta especial para roedores (nutricubos) y agua ad libitum.
Previamente se tomd un curso para el manejo y vias de administracién para el
cuidado y uso de animales de laboratorio; basada en la NOM-062-Z00-1999.
Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio. Posteriormente fueron alojadas bajo las mismas condiciones en el
bioterio Claude Bernard de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, a

cargo del médico veterinario Francisco Ramos Collazo 6512572.

12. 2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

En el dia del parto, la camada se ajusté a 8 crias (cinco machos y tres
hembras). En el dia postnatal (DPN) 4, tres machos se retiraron del nido, a dos
de ellas se les implanté un catéter (PE-10, Corning Clay-Adams) en la mejilla
derecha y se alojaron dentro de un sistema de crianza artificial y fueron
alimentadas con una formula lactea para roedores. Una de ellas se mantuvo

completamente aislada dentro de un recipiente (grupo CA) y recibié dos
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periodos de estimulacién ano-genitales con un pincel de cerdas finas (40
segundos por periodo) para inducir el reflejo de miccion y defecacién, a las
09:00 y 18:00 horas. La segunda cria fue alojada bajo las mismas condiciones
y estimulaciones ano-genitales, pero también recibié 5 estimulaciones tactiles
corporales de manera céfalo-caudal, con un pincel de cerdas finas durante 90
segundos (grupo CA-TActil). La tercera cria se identific6 con un marcador de
tinta permanente y se regreso al nido para ser criada por su madre (Grupo CM)
(Figura 4). La crianza en todos los grupos se realiz6 del DPN 4 al 22, y a partir
del dia 18, las crias CA recibieron una mezcla de alimento para rata con la
formula lactea para favorecer la transicion de alimentacion liquida a solida.
Después del destete las crias se alojaron en una caja de acrilico junto con un
conspecifico del mismo grupo, misma edad y sexo, y se mantuvieron dentro del
bioterio. A los 90 DPN (adultos) a las ratas de los 3 grupos se les proveyo6 de
agua simple o agua con sacarosa al 5% durante 6 semanas. Al final de dicho
periodo se tomaron las muestras biolégicas y se siguié el procedimiento
especifico para la medicion de los parametros propuestos (figura 5). Esta ultima
parte se realiz6 en el Instituto Nacional de ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubirdn (INCMNSZ) en el laboratorio de Biologia de la reproduccion a

cargo de la Dra Elena Zambrano.
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C) Criado por su B) Crianza artificial A) Crianza artificial —
madre (CM) (CA) estimulacion tactil
(CA-T)

Figura 4. Grupos experimentales. A) Grupo criado por su madre, el cual se mantiene
en el nido materno bajo condiciones de bioterio. B) Grupo crianza artificial, el cual se
mantiene en el sistema de crianza artificial, que consiste en una incubadora tipo
acuario en el cual se mantienen a las crias en recipiente de plastico aisladas. C) Grupo
crianza artificial mas estimulos tactiles, las crias se mantienen en recipientes de
plastico asilados dentro del sistema de crianza artificial pero se le agrega
estimulaciones tactiles con un pincel de cerdas finas simulando los lamidos de la
madre
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DPN= dias post natales; CA=crianza artificial; CM= crianza materna; CA-T= crianza artificial
mas estimulo tactil; ss= sin sacarosa; cs= con sacarosa

Figura 5. Desarrollo Experimental
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12. 3 CRIANZA ARTIFICIAL DE RATAS

En el DPN 4 las crias macho se retiraron del nido y fueron anestesiados con
lidocaina local en la mejilla y se les implanté en la mejilla un catéter de
polietileno (PE-10 Corning Clay-Adams). El catéter de polietileno PE-10 se
conectd a otro catéter de mayor calibre (PE-50 Corning Clay-Adams) y éste a
Su vez se conectd a una jeringa de plastico (BD) de 10 ml con formula lactea
tibia, la cual estuvo montada sobre una bomba de infusibn Harvard Mod.
PH2000. Esta ultima se programé para infundir formula lactea durante 10
minutos cada hora durante las 24 h del dia. El volumen, y la velocidad de
infusion, de la leche se calcularon segun el peso promedio de todas las crias
con ayuda de una bascula analitica. En el primer dia de aislamiento (DPN 4),
las crias recibieron un volumen de leche igual al 33% de su peso corporal
promedio, el volumen se incrementd 1% cada dia. Por las mafana las crias se
desconectaron de la bomba y se pesaron, los catéteres se limpiaron con agua
caliente, las jeringas se reemplazaron por otras nuevas con formula lactea tibia,

y finalmente, las crias se reconectaron a la bomba de infusion

Las ratas macho implantadas fueron colocadas dentro de recipientes
individuales de plastico (15 cm de altura x 10 cm de didmetro) con el piso
previamente cubierto de aserrin estéril. Estos recipientes fueron sumergidos
dentro de un contenedor de vidrio tipo pecera (25 cm de alto, 75 cm de frente y
32 cm de fondo) con agua a una temperatura 38-40°C para mantenerlos
calientes. La temperatura del agua se redujo gradualmente hasta 31-32°C, de
acuerdo a la edad de las crias. El cuarto de crianza artificial se mantuvo con
temperatura y humedad controlada (24 +1°C y 46-48%, respectivamente).

Ademéas se mantuvieron en un ciclo de 12 horas luz/oscuridad, la luz se
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encendia a las 12:00 horas. En el DPN 22, las crias fueron destetadas (Figura

6).

Figura 6. Sistema de crianza artificial
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12.4 PREPARACION DE LA FORMULA LACTEA
La descripcion de la férmula lactea para rata fue provista por la Universidad de

lowa, Estados Unidos de América (Messer y cols., 1969) la cual contiene:
ZnSos4, CuSO4, FeS0O4, KCIl y MgCl2, ademas aminoacidos como metionina,
triptéfano y otros nutrimentos como vitamina mix, fosfato de calcio tribasico y
acido deoxicdlico marca (Sigma-Aldrinch EUA), leche evaporada (Carnation
Clavel ™), agua estéril, proteina de aislado de soya y aceite de maiz. Se

preparo diariamente en funcién de la cantidad requerida.

Tabla 2. Composicion nutrimental de la formula lactea para rata

Ingrediente Cantidad
leche evaporada 250 ml
Proteina de soya 1759
Vitamina mix 25¢g
Aceite de maiz 32.5ml
Hidratos de carbono 19%
Proteinas 17%
Lipidos 62%
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12. 5 INGESTA DE AGUA CON SACAROSA

A los 90 dias postnatales, las ratas macho (grupos: CA, CA-Tactil y CM) fueron
expuestas a ingerir agua con sacarosa o sin sacarosa durante un periodo de
seis semanas contindas, hasta los 134 dias postnatales. La concentracion de
agua con sacarosa utilizada fue al 5%, se utiliz6 sacarosa de mesa (50%

glucosa, 50% fructosa) con un valor calérico de 3.9 kcal/g.

Se formaron los siguientes grupos:

Grupo (CMcs) : Crianza materna + agua con sacarosa

Grupo (CMss): Crianza materna + agua sin sacarosa

Grupo (CAcs) : Crianza artificial + agua con sacarosa

Grupo (CAss: Crianza artificial + agua sin sacarosa

Grupo (CA-Tcs): Crianza artificial con estimulacion tactil + agua con sacarosa
Grupo (CA-Tss): Crianza artificial con estimulacién tactil + agua sin sacarosa

En este protocolo se tomé el peso corporal semanalmente, y se registro

diariamente la ingesta de agua y de alimento.

12.6 MEDICION DEL PESO CORPORAL, LA INGESTA Y LAS

CALORIAS
La ingesta y el peso corporal de cada rata fue registrada de forma individual.

Dicha determinacion se realizd, siempre a la misma hora (9:00 h) con la
finalidad de asegurar de que no tuviera variaciones este analisis por la hora y el
equipo se utilizé una bascula digital ADIR® modelo 1676 (Capacidad 5000 g x

1 g). Para el caso del peso corporal se realiz6 al inici6 de cada semana,
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colocando una caja de acrilico con aserrin y después de tararla se colocé a la
rata y se registro el peso. Para la ingesta de alimento se colocé una cantidad
de alimento inicial, la cual fue registrada en la bitacora diariamente, al dia
siguiente se peso la cantidad final y se compensaba la cantidad de alimento
ingerido con mas pellets. Los calculos para determinar el alimento ingerido
fueron realizados de la siguiente manera:

Ingesta diaria = Al - AF

Doénde:

Al= Alimento inicial (gramos de alimento el dia anterior a la determinacion)

AF = Alimento final (gramos de alimento en el dia de la determinacion)

Para la medicion de ingesta de agua con y sin sacarosa se realizé de la misma
manera, se colocé la cantidad de agua inicial la cual fue registrada en la
bitacora diariamente y al dia siguiente se midié con una probeta graduada de
250 ml la cantidad final la cual se desechd y se volvié a poner una cantidad de
agua inicial. Los célculos para determinar el alimento ingerido fueron realizados
de la siguiente manera:

Ingesta diaria de agua con y sin sacarosa = AGl — AGF

Dénde:

AGI= Agua inicial (mililitros de agua el dia anterior a la determinacion)

AGF = Agua final (mililitros de agua en el dia de la determinacion)

En cuanto al calculo de calorias se realiz6 de acuerdo al consumo por rata,
utilizando los registros de agua y de alimento, se calculd de la siguiente manera

Calorias de agua con sacarosa = mililitros consumidos x 3.9 kcal
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Calorias de agua sin sacarosa = mililitros consumidos x 0 kcal
Calorias de alimento = gramos de alimento consumido x 3.4 kcal (Martinez-

Moreno y cols., 2009)

12. 7 EXTRACCION DE SUERO
Se retird el alimento y el agua de 4 a 6 horas antes de la decapitacion rapida

con guillotina especial para roedor. Se colecto la sangre en tubos roscados de
15 ml, 120 x 17 mm de fondo cénico, sin anticoagulante, previo a centrifugar la
sangre, se dejo formar un coagulo por 45 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se colocaron las muestras en una centrifuga Beckman Coulter
a 1500xg por 20 min, a 4 grados centigrados. El suero fue extraido con pipetas
Tranfer Simport (capacidad de 7mL, 15.5 cm de longitud codigo SIMPOO00060)
y se colocé en microtubos de 1.5 mL de fondo conico Eppendorf para ser

almacenado a -20 °C hasta el dia de su andlisis.

12. 8 DISECCION DE TEJIDO ADIPOSO
Después de la recoleccidén de sangre se procedi6 a la diseccidn del cuerpo de

cada rata de forma inmediata, se hizo una incision abdominal en direccion de la
linea media y se disecaron 5 compartimentos de tejido adiposo en el siguiente
orden: tejido adiposo en esternén, tejido adiposo en pancreas, tejido adiposo
mesentérico, tejido adiposo epididimal, tejido adiposo retroperitoneal. Cada
tejido fue pesado en una balanza digital analitica shimadzu modelo atx124 y
fue registrado en la bitacora. Posteriormente se calcul6 el indice de adiposidad
de la siguiente manera: Tejido adiposo total (g) dividido por el peso corporal (g)

multiplicado por cien.
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Figura 7. Diseccion de tejido adiposo. Diseccion del tejido adiposo en 5 depositos:
esternon, mesentérico, epididimal, pancreas y retroperitoneal.

12.9 QUiMICA SANGUINEA
El suero conservado a -20°C, fue descongelado a temperatura ambiente

durante 15 min previos al inicio del andlisis, una vez descongelado se
adicionaron 10 ul del suero en las cubetas del equipo, el cual procesé las
muestras automaticamente. La medicion de la concentracion sanguinea de
glucosa, colesterol total y triacilglicéridos se procesaron con reactivos de la
marca Beckman Coulter en el equipo UniCel DxC 600 Synchron Clinical

System de Beckman Coulter, por métodos colorimétricos.
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12.10 DETERMINACION DE HORMONAS
La medicién de la concentracion de leptina, insulina y adiponectina se realizé

mediante el método de ELISA en sandwich (ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas) el cual esta disefiado para medir la cantidad de la union diana entre
un par de anticuerpos coincidentes. Un anticuerpo especifico para el objetivo
se pre-recubrid en los pozos de la microplaca suministrada. Luego se agregan
muestras, patrones o0 controles a estos pozos y se unen al anticuerpo
inmovilizado (captura). El sandwich se forma mediante la adicion del segundo
anticuerpo (detector), se agrega una solucion de sustrato que reacciona con el
complejo enzima-anticuerpo-diana para producir una sefial medible. La
intensidad de esta sefal es directamente proporcional a la concentracién del

objetivo presente en la muestra original

ELISA SANDWICH

Anticuerpo de captura 2. La hormona problema se 3. Lavado del
lido al pocillo une a su anticuerpo exceso de hormona

- [+]

o
e =g
e l
S —=p

S
b

§. Revelado del cromégeno - 4. Incubacion con el
y visualizacién de log anticuerpo de deteccion
cambios marcado

Figura 8. Fundamento de ELISA en sandwich

El procedimiento de este ensayo de ELISA en sandwich se realiz6 como en la
siguiente secuencia: 1) captura de moléculas de la hormona de muestras

(insulina, leptina, adiponectina) a los pozos de una placa de microtitulacion
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recubierta por cantidad pretendida de anticuerpos monoclonales de ratén anti-
hormona de rata y la union de anticuerpos policlonales biotinilados a la
hormona capturada

2) Eliminacion de materiales no unidos de muestras

3) Unidn de peroxidasa en rabano a los anticuerpos biotinilados inmovilizados
4) Eliminacién de conjugados enzimaticos libres

5) Cuantificacién de conjugados anticuerpo-enzima inmovilizados mediante
monitorizacion de actividades de peroxidasa de rdbano en presencia del
sustrato 3,3'5,5'-tetrametilbenzidina. La actividad de la enzima se midid
espectrofotométricamente (SpectraMax® Plus 384) mediante la mayor
absorbancia a 450 nm, corregida desde la absorbancia 590 nm, después de la
acidificacion de los productos formados. Dado que el aumento de la
absorbancia es directamente proporcional a la cantidad de hormona capturada
en la muestra desconocida, esta Ultima pudo derivarse por interpolacion de una
curva de referencia generada en el mismo ensayo con patrones de referencia
de concentraciones conocidas de la hormona a medir de rata, esto se realizé

mediante SoftMax Pro 7 Software.

12.11 CONCETRACION DE LEPTINA
Para la cuantificaciébn de la concentracion de leptina se utilizaron 100ul de

suero de los diferentes grupos de estudio, se corrieron las muestras con un kit
para rata con niumero de catalogo KRC2281 de Invitrogen, con una sensibilidad

de <20 pg/mL, se corrio siguiendo las indicaciones dentro del estuche.
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12.12 CONCETRACION DE INSULINA
Para determinar la concentracion de Insulina se utiliz6 10ul de suero de cada

animal de los diferentes grupos de estudio, se utiliz6 un kit para rata con
namero de catalogo EZRMI-13K de EMD Millipore, este kit contiene un
anticuerpo especifico para insulina con una sensibilidad de 0.1 ng/mL y se

siguieron las pautas del inserto.

12.13 CONCETRACION DE ADIPONECTINA

La cuantificacion de concentracion de adiponectina se utilizé 10 pl de suero de
cada muestra y se utilizd un kit de ELISA para rata con numero de catalogo
KRPO0041 de Invitrogen este kit contiene un anticuerpo especifico para insulina

con una sensibilidad de 50 pg/mL y se siguieron las pautas del inserto.

12.14 MEDIDA DEL TAMARNO DE LOS ADIPOCITOS

Se fij6 una muestra de tejido adiposo retroperitoneal en formaldehido neutral a
temperatura ambiente. La muestra se impregné en parafina, y se cortaron
secciones en serie de 6 mm usando un micrétomo y se tifieron con
hematoxilina y eosina. Se obtuvieron fotografias con un aumento de 20x
usando un microscopio optico (LEICA ICC 50 HD). El area de los adipocitos se
midié usando el software AxionVision Real 4.8 y se expresa como pm?. Se

calculo el area promedio de los adipocitos para cada rata dentro de cada grupo
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13. ANALISIS ESTADISTICO.

Se grafico la media * el error estandar de la media de los datos obtenidos de
cada parametro medido y se compararon utilizando el programa estadistico
sigmaPlot 11.0 mediante el analisis estadistico ANOVA de dos factores;
tomando como variables independientes tipo de crianza (CM, CAy CA-T) y tipo
de tratamiento (con sacarosa y sin sacarosa), las variables dependientes
comparadas son: ingesta de agua y de alimento, calorias totales, peso
corporal, concentracion de glucosa, triglicéridos, colesterol, leptina, insulina,
adiponectina e indice de adiposidad, seguido de la prueba Tukey. Se considerd
una significancia de p<0.05. También se utiliz6 un analisis no paramétrico,
Kruskal-Wallis para la comparacion entre las areas de los adipocitos y se aplico
una prueba t de Student para la comparacién entre los compartimentos de

tejido adiposo.
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14. RESULTADOS

Los siguientes resultados se obtuvieron de 46 ratas macho de la cepa wistar en
las cuales se midieron los parametros propuestos a los 132 dias de edad.
Estas ratas se dividieron en 6 grupos como se explicd en la metodologia,
guedando de la siguiente manera: criadas por su madre con sacarosa (CMcs
n=8), criadas por su madre sin sacarosa (CMss n=8), criadas artificialmente

con sacarosa (CAcs n=9), criadas artificialmente sin sacarosa (CAss n=6)

EFECTOS DE LA CRIANZA ARTIFICIAL MAS UN SEGUNDO
RETO

14.1 Ingesta de agua

Los siguientes resultados se obtuvieron de la comparacién entre los grupos que
consumieron agua con sacarosa (Figura 9 A) y los que consumieron agua sin
sacarosa (Figura 9 B) de los animales criados por su madre y criados
artificialmente a lo largo de las seis semanas que durd el segundo reto. Se
presentd un consumo de agua significativamente mayor de aquellos grupos
gue estuvieron expuestos a sacarosa (ANOVA de dos factores F tratamiento=

607.816, p<0.001, GL=41)

Durante la semana uno, tres, cinco y seis, el grupo criado artificialmente mostrd
un consumo de agua con sacarosa mayor respecto al grupo criado por su
madre (Figura 9 A) (ANOVA de dos factores F crianza= 43.513, p<0.001,

GL=41 seguido de prueba Tukey semana 1 p <0.001, semana 3 p= 0.004,
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semana 5 p <0.001, semana 6 p= 0.005). Sin embargo no hubo diferencias
estadisticamente significativas de los grupos de crianza en el consumo de agua
sin sacarosa.

El consumo de agua total, se obtuvo del promedio del consumo diario de agua
con y sin sacarosa por cada rata, para cada grupo. La ingesta de agua fue
mayor en aquellos grupos que ingirieron agua con sacarosa respecto a los que
consumieron agua sin sacarosa (ANOVA de dos factores F= 685.28, p<0.001,
GL=35, Figura 10). Las ratas con crianza artificial consumieron 16% mas de
agua con sacarosa respecto a las ratas criadas por su madre que consumieron

agua con sacarosa (Tukey , p= 0.036).
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Figura 9. Promedio de la ingesta de agua por semana de A) los animales con crianza
materna que ingirieron agua con sacarosa (CMcs n=8), crianza artificial que ingirieron agua con
sacarosa (CAcs n=9) y B) comparaciéon de los animales con crianza materna que ingirieron
agua sin sacarosa (CMss n=8), crianza artificial que ingirieron agua sin sacarosa (CAss n=6).
Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas. Datos fueron graficados como la
Media + EEM
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Figura 10. Promedio de la ingesta de agua total de: grupo con crianza artificial sin sacarosa
(CMss =8), grupo con crianza artificial sin sacarosa (CAss =6); grupo crianza materna con
sacarosa (CMcs =8), grupo con crianza artificial con sacarosa (CAcs n=9). Datos fueron
graficados como la Media + EEM. Las ratas que consumieron agua con sacarosa del grupo con
crianza artificial consumieron 16% mas de agua respecto a las ratas criadas por su madre. Las
barras con letra diferente son estadisticamente significativas.

14.2 Ingesta de alimento

Los siguientes resultados se obtuvieron de la comparacién entre los grupos que
consumieron agua con sacarosa (Figura 11 B) y la comparacién entre los
grupos que consumieron agua sin sacarosa (Figura 11 A) de los animales
criados por su madre y criados artificialmente a lo largo de las seis semanas
que dur6 el segundo reto. Se presentd6 un consumo de alimento
significativamente menor de aquellos grupos que estuvieron expuestos a
sacarosa respecto a los grupos que consumieron agua sin sacarosa (ANOVA

de dos factores, F tratamieto= 350.811, p<0.001, GL= 35).
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En la semana uno se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos que consumieron agua sin sacarosa (Tukey p=<0.001). En
cambio, en la semana cinco y seis las ratas con crianza artificial que
consumieron sacarosa mostraron un consumo significativamente menor de
alimento respecto a las ratas criadas por su madre (Tukey semana cinco
p<0.001, semana seis <0.001).

El consumo de alimento total (Figura 12), se obtuvo del promedio del consumo
diario de agua con y sin sacarosa para cada grupo, encontrando diferencias
significativas solo entre los tratamientos. (ANOVA de dos factores, F= 350.811,
p<0.001, GL=35). Es decir, los animales de ambos grupos de crianza que
consumieron agua con sacarosa ingirieron menos alimento que aquellos que

consumieron agua sin sacarosa (p <0.001 para cada grupo comparado).
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Figura 11. Promedio de la ingesta de alimento por semana de A) los animales con crianza
materna que ingirieron agua sin sacarosa (n=8), crianza artificial que ingirieron agua sin
sacarosa (n=9) y B) comparacion de los animales con crianza materna que ingirieron agua con
sacarosa (n=8), crianza artificial que ingirieron agua con sacarosa (n=6). Datos fueron
graficados como la Media + EEM .Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 12. Promedio de la ingesta total de alimento de los grupos diferentes grupos de
crianza que consumieron agua con sacarosa y sin sacarosa durante las seis semanas del
segundo reto de: grupo con crianza artificial sin sacarosa (CMss n=8), grupo con crianza
artificial sin sacarosa (CAss n=6); grupo crianza materna con sacarosa (CMcs n=8), grupo con
crianza artificial con sacarosa (CAcs n=9). Datos fueron graficados como la Media + EEM .Se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
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14.3 Ingesta de calorias totales

Todas las ratas que consumieron agua con sacarosa mostraron un aumento en
el consumo de agua respecto a los que consumieron agua sin sacarosa. Dado
que el consumo de sacarosa por si sola incrementa las calorias consumidas,
evidentemente los grupos que consumieron sacarosa, consumieron MAas
calorias con una diferencia significativa (ANOVA de dos factores F tratamiento=
807.447 p<0,001, GL=23). Al hacer la comparacion entre los grupos de crianza,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo con

crianza artificial respecto al grupo criado por su madre (Figura 13).
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Figura 13. Promedio de calorias totales consumidas durante las seis semanas del segundo
reto de: grupo con crianza artificial sin sacarosa (CMss n=8), grupo con crianza artificial sin
sacarosa (CAss n=8); grupo crianza materna con sacarosa (CMcs n=8), grupo con crianza
artificial con sacarosa (CAcs n=9) Resultados son expresados como la Media + EEM. Se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
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14.4 Peso corporal

Las ratas que fueron criadas por su madre y las ratas que fueron sometidas a
crianza artificial no mostraron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al peso corporal a lo largo de las fases del experimento (Figura 14).
Especificamente, al inicio de la crianza artificial (4DPN), al destete (22DPN), al

inicio del segundo reto (90 DPN), y al finalizar el segundo reto (132 DPN).

Durante la exposicion a la ingesta de agua con sacarosa (segundo reto), no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Figura
15), sin embargo, los animales de crianza artificial que consumieron agua con
sacarosa presentaron un aumento de peso corporal del 10.6% respecto al
mismo grupo que consumid agua sin sacarosa. Asimismo, las ratas criadas por
su madre que consumieron agua con sacarosa presenté un aumento de peso
corporal del 10.5% respecto al mismo grupo pero que consumié agua sin

sacarosa
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Figura 14. Peso corporal a lo largo del disefio experimental. No se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos cuidado materno (CM) y crianza artificial (CA)
durante los dia 4 postnatal (inicio de crianza artificial) , 22 postnatal (destete), 90 postnatal
(inicio del segundo reto), 132 postnatales (final del segundo reto) (n= 6 por grupo).
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Figura 15. Promedio del peso corporal total del 90 DPN al 132 DPN de los siguientes
grupos: grupo con crianza artificial sin sacarosa (CMss n= 8), grupo con crianza artificial sin
sacarosa (CAss n=6); grupo crianza materna con sacarosa (CMcs n=8), grupo con crianza
artificial con sacarosa (CAcs n=9). Los animales de crianza artificial que consumieron agua con
sacarosa presentaron un aumento de peso corporal del 10.6% respecto al mismo grupo que
consumio agua sin sacarosa. Asimismo, las ratas criadas por su madre que consumieron agua
con sacarosa presentd un aumento de peso corporal del 10.5% respecto al mismo grupo pero
que consumié agua sin sacarosa. No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas.
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14.5 Quimica sanguinea

Los pardmetros que se midieron de la quimica sanguinea fueron: concentracion
de glucosa (Figura 16A), concentracion de triglicéridos (Figura 16B) y

colesterol total (Figura 16C).

En cuanto a las concentraciones de glucosa, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos, pero se muestra un aumento de la
concentracion de glucosa en los animales de crianza artificial en ambos

tratamientos.

No se encontraron diferencias en la concentracion sérica de triglicéridos entre
el grupo de crianza artificial y el de crianza materna que consumieron agua sin
sacarosa. Sin embargo la ingestion de sacarosa en los animales criados
artificialmente, incrementé significativamente los niveles de triglicéridos en
comparacién con los animales criados por su madre que consumieron sacarosa
(ANOVA de dos factores Fcrianza= 16.935, p <0.001, F tratamiento= 51.951
p<0.001, GL= 45, seguido de prueba Tukey p<0.001). Existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los animales criados artificialmente con

diferentes tratamientos (Tukey, p <0.001).

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

en la concentracion de colesterol total.
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Figura 16. Quimica sanguinea tomada a los 132 DPN. A. Concentracion de glucosa, no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas B. Concentracién de triglicéridos, se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas. C. Colesterol total no se obtuvieron
diferencias significativas. Grupos: con crianza materna sin sacarosa (CMss n=8), crianza
artificial sin sacarosa (CAss n=6); grupo crianza materna con sacarosa (CMcs n=8), crianza
artificial con sacarosa (CAcs n=9). Resultados son expresados como la Media + EEM.
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14.6 Hormonas reguladoras del metabolismo energético

Las hormonas que se midieron en el suero de las ratas de los diferentes grupos
fueron: leptina (Figura 17A), insulina (Figura 17B), y adiponectina (Figura

17C).

En la concentracibn sérica de leptina no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas en el grupo de crianza artificial que ingirié agua
sin sacarosa respecto a los criados por su madre en este mismo tratamiento
(Figura 17A). En contaste el grupo de crianza artificial que ingiri6 agua con
sacarosa mostré niveles significativamente mayores de leptina respecto al
grupo criado por su madre del mismo tratamiento (ANOVA de dos factores F

crianza= 16.089, p<0,001, GL=45 seguido de prueba Tukey p 0.023)

La concentracion de insulina de los animales que consumieron agua sin
sacarosa, es mayor en los animales con crianza artificial respecto a los
animales criados por su madre y de la misma manera en los animales que
consumieron agua con sacarosa (Tukey p<0.001). También existe una
diferencia estadisticamente significativa entre aquellos criados artificialmente
con diferente tratamiento (ANOVA de dos factores, F=14.103, p<0.001 GL=45,

seguido de la prueba Tukey p<0.001, Figura 17B).

Los resultados de la hormona adiponectina mostraron que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos criados por su madre y criados
artificialmente que consumieron agua sin sacarosa. Por otro lado se
encontraron diferencias significativas entre los grupos que ingirieron sacarosa

asi los animales con crianza artificial mostraron concentraciones séricas de
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adiponectina mas elevados respecto a los animales con crianza materna
(ANOVA de dos factores F= 14.236, p<0.001, GL: 45, seguido de prueba Tukey
p= 0.005 Figura 17C) y respecto a los animales con crianza artificial que

consumieron agua sin sacarosa.
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Figura 17. Promedio de la concentracién de hormonas medidas a los 132 DPN A.
Concentracion de leptina. B. Concentracion de insulina C. Concentracion de adiponectina de
los grupos: crianza materna sin sacarosa (CMss n=8), crianza artificial sin sacarosa (CAss
n=6); grupo crianza materna con sacarosa (CMcs n=8), crianza artificial con sacarosa (CAcs
n=9) Resultados son expresados como la media + EEM. Se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas.
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14.7 indice de resistencia a lainsulina

El indice de resistencia a la insulina (IRI) se obtuvo mediante la formula:
((glucosa x insulina) /22.5) utilizada previamente en ratas (Zambrano y cols.,

2006).

Los animales que consumieron agua sin sacarosa presentaron diferencias
estadisticamente significativas siendo que los animales con crianza artificial
tienen niveles mas elevados de IRI respecto a los criados por su madre
(ANOVA de dos factores F= 17.027, p<0.001 GL= 45 seguido de prueba
Tukey, p< 0.001). Entre los animales que ingirieron sacarosa, los animales con
crianza artificial presentaron niveles mas elevados de IRl respecto a los
animales con crianza materna (Tukey p= 0.022), por otro lado los animales con
crianza artificial con sacarosa mostraron niveles menores respecto de los

animales con crianza artificial sin sacarosa (Tukey p= 0.025, Figura 18).
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Figura 18. indice de resistencia a la insulina obtenida con la formula ((glucosa x insulina)
[22.5) de los grupos: crianza materna sin sacarosa (CMss n=8), crianza artificial sin sacarosa
(CAss n=6); grupo crianza materna con sacarosa (CMcs n=8), crianza artificial con sacarosa
(CAcs n=9) Resultados son expresados como la media £+ EEM. Se muestran diferencias
estadisticamente significativas.

14.8 Tejido adiposo

Se obtuvo el peso del tejido adiposo de los siguientes depdésitos: esternal,
pancreatico, mesentérico, retroperitoneal y epididimal reportando las medias +
EEM de cada grupo en ambos tratamientos (tabla 3). En los grupos que
consumieron agua sin sacarosa se mostraron diferencias significativas en el
tejido adiposo del pancreas siendo mayor en los animales con crianza artificial
(t de Student * p< 0.05). En los grupos que consumieron agua con sacarosa se
presentaron diferencias significativas en el tejido adiposo retroperitoneal y
tejido adiposo mesentérico siento mayor en los animales criados artificialmente

(t de Student * p< 0.05)
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Tabla 3. Media £+ EEM del peso del tejido adiposo disecado de los cinco depdsitos por
cada grupo en ambos tratamiento. (t de Student * p< 0.05)

GRUPOS
Agua sin sacarosa Agua con sacarosa
Depositos de Crianza Crianza Crianza Crianza
tejido adiposo | materna artificial | p materna artificial | p
n=8 n=6 n=8 n=9
Esternal 0.0754 0.0755 0.989 0.0724 0.0983 0.091
+0.0045 +0.0060 +0.00 8 +0.010
Pancreatico 0.3310 0.5180 0.019* 0.4990 1.0480 0.085
+ 0.050 +0.050 + 0.060 +0.270
Retroperitoneal | 2.2620 2.3510 0.894 | 1.8280 4.3830 0.007*
+0.271 +0.674 +0.125 +0.756
Mesentérico 1.7110 1.5500 0.699 | 1.4180 2.5830 0.021*
+0.322 +0.178 +0.0863 +0.418
Epididimal 3.7240 4.1210 0.425 | 3.8450 4.3310 0217
+0.150 +0.524 +0.129 + 0.335

Se determiné el indice de adiposidad o porcentaje de grasa corporal (Figura
19), por medio de la siguiente formula: (Tejido adiposo total (g) / peso de la
rata (g)) * 100), utilizado en ratas previamente (Cervantes-Rodriguez y cols.,

2014)

Entre las ratas que ingirieron agua sin sacarosa no se obtuvo diferencias
significativas en la crianza materna respecto a las ratas de crianza artificial, sin
embargo se puede observar que las ratas de crianza artificial presentaron un
porcentaje mayor de grasa. Las ratas que consumieron agua con sacarosa con

crianza artificial presentaron un aumento significativamente mayor en el

porcentaje de grasa corporal respecto a las ratas de crianza materna (ANOVA
de dos factores F= 14.236, p<0.001, GL = 45 seguido de Tukey, p= 0.005;

Figura 19) y de la misma manera las ratas de crianza artificial que
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consumieron agua con sacarosa presentaron diferencias estadisticamente
significativas respecto a las ratas de crianza artificial que consumieron agua sin

sacarosa (Tukey, p= 0.033).

Porcentaje de grasa corporal
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Figura 19. Porcentaje de grasa corporal o indice de adiposidad obtenido con la férmula
(tejido adiposo total (g) / peso de la rata (g)) * 100) de los grupos: crianza materna sin sacarosa
(CMss n=6), crianza artificial sin sacarosa (CAss n=8); grupo crianza materna con sacarosa
(CMcs n=8), crianza artificial con sacarosa (CAcs n=9). Resultados son expresados como la
media £ EEM. Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
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14.9 Area del tejido adiposo

Se utilizaron muestras de tejido adiposo retroperitoneal para obtener el tamafio
de los adipocitos. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos
gue consumieron agua sin sacarosa (Figura 20A). La ingesta de agua con
sacarosa aumento significativamente el peso del tejido adiposo retroperitoneal
en las ratas con crianza artificial respecto a las ratas con crianza materna
(ANOVA de dos factores F=5.986, p= 0.021, GL= 30, seguido de prueba Tukey
p=0.002). Ademas, se mostré6 un aumento de peso de este tejido en las ratas
con crianza artificial que consumieron agua con sacarosa respecto a las ratas

con crianza artificial que consumieron agua sin sacarosa (Tukey, p= 0.015).

En cuanto al area del adipocito (Figura 20B) el grupo con crianza artificial que
consumié agua sin sacarosa presentd un area significativamente mayor de los
adipocitos en comparacion con el grupo con crianza materna que consumio
agua sin sacarosa (Kruskal-Wallis seguido de método Dunns, p< 0.05).
También el grupo con crianza artificial que consumié agua con sacarosa
muestra un area significativamente mayor de los adipocitos respecto a grupo
con crianza materna que consumié agua con sacarosa (método Dunns, p<
0.05). Se muestran micrografias representativas del tejido adiposo de cada

grupo (Figura 20C).
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Figura 20. Area del adipocito. A) peso de tejido adiposo retroperitoneal de los grupos:
crianza materna sin sacarosa (CMss n=8), crianza artificial sin sacarosa (CAss n=6); grupo
crianza materna con sacarosa (CMcs n=8), crianza artificial con sacarosa (CAcs n=9).
Resultados son expresados como la media + EEM. Se muestran diferencias estadisticamente
significativas. B) Dispersion del area del adipocito expresado en um?, se muestran las areas
de los adipocitos de mayor tamafio de los grupos: crianza materna sin sacarosa 7209,7600
um2 (CMss n=8), crianza artificial sin sacarosa 11273.25 um2 (CAss n=6); grupo crianza
materna con sacarosa 7051.47 uym2 (CMcs n=8), crianza artificial con sacarosa 11244.2 ym2
(CAss n=9). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas.
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EFECTO DE LA ESTIMULACION TACTIL MAS UN SEGUNDO
RETO

Los siguientes resultados muestran que la estimulacion tactil durante el
aislamiento no previene los efectos de la privacion materna y crianza artificial,
por lo que a continuacion se muestran los resultados mas significativos que
descartan la hipotesis. Los resultados de los grupos de crianza artificial y
crianza materna se vuelven a presentar para hacer las comparaciones con
grupo CA-Tactil. Los grupos que se compararon fueron; grupos que
consumieron agua sin sacarosa: Criado por su madre (CMss n=8), criado
artificialmente (CAss n=6) y grupo criado artificialmente con estimulacion tactil
(CA-Tss n=7). Grupos que consumieron agua con sacarosa: Criado por su
madre (CMcs n=8), criado artificialmente (CAcs n=9) y grupo criado

artificialmente con estimulacién tactil (CA-Tcs n=8).

14.10 Ingesta total de agua

El consumo de agua total se obtuvo del promedio del consumo diario de agua
con y sin sacarosa por cada rata. Los animales que consumieron agua con
sacarosa, presentaron una mayor ingesta de agua respecto a los animales que
consumieron agua sin sacarosa (ANOVA de dos factores F tratamiento=

685.28, p<0.001, GL=35; Figura 21)

Todos los grupos que consumieron agua sSin sacarosa no presentaron
diferencias significativas entre ellos. Sin embargo, entre los grupos que

consumieron agua con sacarosa, los animales de crianza artificial con
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estimulacién tactil (CA-Tcs) presentaron un mayor consumo de agua respecto

al grupo criado por su madre (Tukey p=0.008)
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Figura 21. Promedio de la ingesta total diaria de agua con sacarosay sin sacarosa (por
rata) durante las seis semanas del segundo reto de: grupo con crianza artificial sin sacarosa
(CMss n=8), grupo con crianza artificial sin sacarosa (CAss n=6), grupo crianza artificial con
estimulacién téctil sin sacarosa (CA-Tss n=7); grupo crianza materna con sacarosa (CMcs
n=8), grupo con crianza artificial con sacarosa (CAcs n=9), grupo crianza artificial con
estimulacién tactil con sacarosa (CA-Tcs n=8) Las barras que no compartan la misma letra son
estadisticamente significativas. Datos son expresados como la media + EEM

13.11 Ingesta total de alimento

El consumo de alimento total se obtuvo del promedio del consumo diario de
agua con y sin sacarosa por cada rata, para cada grupo, encontrando
diferencias significativas entre los tratamientos. (ANOVA de dos factores Ft
tratamiento= 350.811, p< 0.001, GL=35). Entre los grupos que consumieron
agua sin sacarosa, los animales de crianza artificial con estimulacion tactil no
mostraron diferencias significativas respecto al criado artificialmente, pero
consumieron mayor cantidad de alimento respecto al criado por su madre
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(Tukey p= 0.047, Figura 22). Los grupos que consumieron agua con sacarosa

no mostraron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 22. Promedio de la ingesta total diaria de alimento consumido durante las seis
semanas del segundo reto de: grupo con crianza artificial sin sacarosa (CMss n=8), grupo con
crianza artificial sin sacarosa (CAss n=6), grupo crianza artificial con estimulacion tactil sin
sacarosa (CA-Tss n=7); grupo crianza materna con sacarosa (CMcs n=8), grupo con crianza
artificial con sacarosa (CAcs n=9), grupo crianza artificial con estimulacién tactil con sacarosa
(CA-Tcs n=8). Barras que no compartan la misma letra son estadisticamente significativas.
Datos son expresados como la media + EEM

14.12 Peso corporal total

Durante las fases del experimento, especificamente, al inicio de la crianza
artificial (4DPN), al destete (22DPN), al inicio del segundo reto (90 DPN), y al
finalizar el segundo reto (132 DPN) (Figura 23), las ratas que fueron criadas
por su madre y las ratas que fueron sometidas a crianza artificial no mostraron

diferencias estadisticamente significativas en cuanto al peso corporal a lo largo
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de las fases del experimento. Y tampoco se encontraron diferencias en el peso

corporal total (Figura 24)
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Figura 23. Peso corporal a lo largo del disefio experimental. Comparacion entre los grupos
cuidado materno (CM), crianza artificial (CA) y criado artificialmente con estimulacion tactil (CA-

T) durante los dia 4 postnatal (DPN), 22 postnatal, 90 postnatal, 132 postnatal. (n= 6 por
grupo). No se obtuvieron diferencias significativas.
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Figura 24. Promedio del peso corporal del 90 DPN al 134 DPN: grupo con crianza artificial
sin sacarosa (CMss N=8) vs grupo con crianza artificial sin sacarosa (CAss n=6) vs grupo
crianza artificial con estimulacién tactil sin sacarosa (CA-Tss n= 7); grupo crianza materna con
sacarosa (CMcs n=8) vs grupo con crianza artificial con sacarosa (CAcs n=9) vs grupo crianza
artificial con estimulacion tactil con sacarosa (CA-Tcs n=8). Datos son expresados como la
media £+ EEM
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13.13 Quimica sanguinea

La concentracion de glucosa en suero (Figura 25A) de los grupos que
consumieron agua sin sacarosa fue significativamente mayor, en los animales
de crianza artificial con estimulacion tactil respecto a los animales criados por
su madre (ANOVA de dos factores F crianza= 15.81, p<0.001, GL= 45, seguido
de prueba Tukey p=0.005), pero similar a los criados artificialmente sin
estimulacién tactil. Por otro lado en los grupos que consumieron agua con
sacarosa la crianza artificial con estimulacion tactil presenté concentraciones
de glucosa significativamente mayores, respecto a los animales criados por su
madre (Tukey p<0.001), y no presentd diferencias respecto a los animales

criados artificialmente.

Para la concentracion de triglicéridos en los grupos que consumieron agua sin
sacarosa, no se presentaron diferencias significativas. Entre los grupos que
consumieron agua con sacarosa, los animales de crianza artificial con
estimulacién tactil presentaron niveles de triglicéridos mayores respecto a los
criados por su madre (Anova de dos factores F crianza= 16.935, p<0.001,
GL=45, prueba Tukey p<0.001) y similares a los animales criados
artificialmente sin estimulacion tactil. Por otro lado, también se mostré que el
consumo de agua con sacarosa aumenté las concentraciones de triglicéridos
de los criados artificialmente con estimulacion tactil respecto al grupos que
consumieron agua sin sacarosa de crianza artificial con estimulacién tactil

(ANOVA de dos factores F tratamiento= 51.951, p<0.001, GL=4) (Figura 25B).
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Figura 25. Quimica sanguinea tomada a los 132 DPN. A. Concentracion de glucosa. B.
Concentracion de triglicéridos de los grupos: con crianza materna sin sacarosa grupo con
crianza artificial sin sacarosa (CMss n=8), grupo con crianza artificial sin sacarosa (CAss n=6),
grupo crianza artificial con estimulacion tactil sin sacarosa (CA-Tss n=7); grupo crianza materna
con sacarosa (CMcs n=8), grupo con crianza artificial con sacarosa (CAcs n=9), grupo crianza
artificial con estimulacion tactil con sacarosa (CA-Tcs n=8). Barras que no compartan la misma
letra son estadisticamente significativas. Datos son expresados como la media + EEM
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14.14 Hormonas reguladoras del metabolismo energético

En los grupos que consumieron agua sin sacarosa, los animales de crianza
artificial con estimulacion tactil presentd una concentracion de leptina
significativamente mayor respecto a los animales con crianza materna (ANOVA
de dos factores F crianza= 16.089, p<0.001, GL= 45, Figura 26A). De la misma
manera en los grupos que consumieron agua con sacarosa, la crianza artificial
con estimulacion tactil presentd una concentracion mayor de leptina respecto a
los animales criados por su madre (Tukey, p< 0.001) (Figura 26A), pero no

respecto al grupo criado artificialmente.

Los niveles de insulina (Figura 26B) en los grupos que consumieron agua sin
sacarosa, fue significativamente mas bajos en los animales de crianza artificial
con estimulacion tactil respecto a los criados artificialmente sin estimulacién
tactil (ANOVA de dos factores Fcrianza=14.103, p<0.001, GL=45, seguido de
Tukey p=0.016) pero no hubo diferencias respecto a los criados por su madre.
Por otro lado, en los grupos que consumieron agua con sacarosa, la
concentracion sérica de insulina fue significativamente mas alta en los animales
de crianza artificial con estimulacion tactil respecto a los animales criados por
su madre (Tukey p=0.002), pero no fue diferente a los criados artificialmente
sin estimulacion tactil. La ingesta de agua con sacarosa aumenté la
concentracion de esta hormona en los criados artificialmente con estimulacion
tactil respecto a los animales del mismo grupo pero que consumieron agua sin

sacarosa (Tukey p= 0.046)

Para la concentracion de adiponectina (Figura 26C) los grupos que
consumieron agua sin sacarosa, los animales de crianza artificial con
estimulacién tactil presentaron un aumento significativo de adiponectina
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respecto al grupo criado por su madre (ANOVA de dos factores F crianza=
14.236, p<0.001, GL=45 seguido de Tukey p=0.018); los grupos que
consumieron agua con sacarosa los animales criados artificialmente con
estimulacién tuvieron mayor concentracion de esta hormona respecto al grupo

criado por su madre pero similar al grupo criado artificialmente (Tukey p<0.001)
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Figura 26. Promedio de la concentracion de hormonas medidas a los 132 DPN. A.
Concentracion de leptina. B. Concentraciéon de insulina C. Concentracién de
adiponectina de los grupos: crianza materna sin sacarosa (CMss n=8), grupo con
crianza artificial sin sacarosa (CAss n=6), grupo crianza artificial con estimulacién tactil
sin sacarosa (CA-Tss n=7); grupo crianza materna con sacarosa (CMcs n=8), grupo
con crianza artificial con sacarosa (CAcs n=9), grupo crianza artificial con estimulacion
tactii con sacarosa (CA-Tcs n=8). Se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas. Datos son expresados como la media + EEM
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14.14 indice de resistencia a la insulina (IRI)

Entre los animales que consumieron agua sin sacarosa se encontré que los
animales de crianza artificial con estimulacion téctil tienen niveles
significativamente menores de IRl respecto a los criados artificialmente
(ANOVA de dos factores F crianza= 17.027, p<0.001, GL=45, seguido de
Tukey p=0.033). La ingesta de agua con sacarosa aumentd el IRl de los
animales de crianza artificial con estimulacion tactil respecto a los animales
criados por su madre (Tukey, p<0.001) y no fue significativamente diferente
respecto a los animales de crianza artificial sin estimulacion tactil, sin embargo
en comparacion al grupo criados artificialmente con estimulacion tactil que
tomo agua sin sacarosa, se mostrd0 un aumento estadisticamente significativo

(Tukey p= 0.045) (Figura 27)
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Figura 27. indice de resistencia a la insulina de los grupos: con crianza materna sin
sacarosa grupo con crianza artificial sin sacarosa (CMss n=8) vs grupo con crianza artificial sin
sacarosa (CAss n=6) vs grupo crianza artificial con estimulacion tactil sin sacarosa (CA-Tss
n=7); grupo crianza materna con sacarosa (CMcs n=8) vs grupo con crianza artificial con
sacarosa (CAcs n=9) vs grupo crianza artificial con estimulacién tactil con sacarosa (CA-Tcs
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n=8). Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas. Datos son expresados como la
media £ EEM

14.15 indice de adiposidad

Los resultados del Indices de adiposidad o porcentaje de grasa corporal
mostraron que de los grupos que consumieron agua sin sacarosa los animales
criados artificialmente con estimulacién tactil mostraron un indice de adiposidad
significativamente mas elevado respecto a los animales criados por su madre
(ANOVA de dos factores Fcrianza= 14.236, p<0.001, GL=45 seguida de Tukey
p=0.018). Los animales que consumieron agua con sacarosa, el grupo de
crianza artificial con estimulaciébn tactii presentaron un porcentaje
significativamente mayor respecto al criado por su madre, pero no
significativamente diferente al criado artificialmente sin estimulacion tactil

(Tukey p <0.001) (Figura 28).
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Figura 28. indice de adiposidad o porcentaje de grasa corporal de los grupos: con crianza
materna sin sacarosa grupo con crianza artificial sin sacarosa (CMss n=8), grupo con crianza
artificial sin sacarosa (CAss n=6), grupo crianza artificial con estimulacién tactil sin sacarosa
(CA-Tss n=7); grupo crianza materna con sacarosa (CMcs n=8), grupo con crianza artificial con
sacarosa (CAcs n=9) , grupo crianza artificial con estimulacién tactil con sacarosa (CA-Tcs
n=8). Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas. Datos son expresados como la
media £ EEM

14. 16 Interaccion (Crianza x tratamiento)

Al hacer el andlisis estadistico ANOVA de dos factores, se obtuvo el efecto de
las variables independientes (tipo de crianza y tratamiento) sobre las variables

dependientes. (Tabla 4)

El efecto del tipo de crianza (CM, CA, CA-T) fue estadisticamente significativo
para las variables: Ingesta de agua total (p= 0.004), triglicéridos (p<0.001),
leptina (p<0.001), insulina (p<0.001), adiponectina (p<0.001), IRl (p<0.001),
indice de adiposidad (p<0.001), Tejido adiposo retroperitoneal (p=0.021), area

del adipocito (p<0.001).
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El efecto del tratamiento (con sacarosa/ sin sacarosa) fue estadisticamente

significativo para las variables: ingesta de agua total (p<0.001), ingesta de

alimento total (p<0.001), calorias totales (p<0.001), triglicéridos (p<0.001), area

del adipocito (p<0.001).

Se obtuvieron

interacciones (crianza X

tratamiento) estadisticamente

significativas para las variables: Triglicéridos (p<0.001), insulina (p=0.013), IRI

(p=0.013), tejido adiposo retroperitoneal (p=0.031).

Tabla 4. Analisis estadistico ANOVA de dos factores

VARIABLE Efecto de Efecto de la INTERACCION
crianza sacarosa (crianza x
tratamiento)
F p F P F p
Ingesta de 6,702 0,004 |685,281 |<0,001 0,938 0,403
agua total
Ingesta de 0,795 0,461 350,811 |<0,001 |3,233 0,054
alimento total
Consumo de | 3,231 0,087 807,447 |<0,001 |2,438 0,134
calorias
totales
Glucosa 15,810 | <0,01 1,577 0,217 0,338 0,716
Triglicéridos 16,935 | <0,001 |51,951 <0,001 |8,345 <0,001
Leptina 16,089 | <0,001 | 0,237 0,629 0,193 0,825
Insulina 14,103 | <0,001 | 0,00154 | 0,969 4,853 0,013
Adiponectina | 16,089 | <0,001 | 0,237 0,629 0,193 0,825
IRI 17,027 |<0,001 |0,0416 0,839 4,827 0,013
indice de 14,236 | <0,001 | 2,708 0,108 2,044 0,143
adiposidad
Tejido 5,986 0,021 2,185 0,151 5,206 0,031
adiposo retro
Area del 31,820 | <0,001 | 105,123 |<0,001 | 3,505 0,061
adipocito
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15. RESUMEN DE RESULTADOS

Sin sacarosa

Con sacarosa

Variables

CM

(control)

CA

CA-T
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CM
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Ingesta de
agua

|
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3
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| [ e [

) | = | | =
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1
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Para los grupos tratados con sacarosa, se presentan dos columnas para cada

tipo de crianza, la columna izquierda (naranja) indica la comparacion entre

grupos con el mismo tratamiento (con sacarosa) pero diferente tipo de crianza

La columna de la derecha (morado) es la comparacion de los grupos con el

mismo tipo de crianza pero diferente tratamiento (con/sin sacarosa).
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16. DISCUSION

Los resultados del presente trabajo concuerdan parcialmente con las hipotesis
anteriormente planteadas y con previos trabajos. Asi, se encontr6 que la
privacibn materna total a través de la crianza artificial (CA) incremento6 las
concentraciones séricas de insulina, y también el indice de resistencia a la
insulina de las crias; ademas de un incremento del area de los adipocitos del
tejido adiposo retroperitoneal. Por otro lado, la exposicion al segundo reto
(agua con sacarosa) en los animales CA incrementd los triglicéridos, la
concentracion de adiponectina y el peso del tejido adiposo retroperitoneal y el
indice de adiposidad en comparacién con los CA que ingirieron agua sin
sacarosa. También el segundo reto incremento las concentraciones de leptina,
pero disminuyé los niveles de insulina. En contraste con lo anterior, la hip6tesis
de que la estimulacién tactil durante el aislamiento previene los efectos de la
crianza artificial no fue corroborada. Incluso se encontré que dicha estimulacion
incrementd aun mas los efectos del aislamiento en algunos pardmetros

metabolicos.

EFECTOS DE LA PRIVACION MATERNA Y CRIANZA ARTIFICIAL COMO

UN PRIMER RETO

Aunque el desarrollo temprano de las crias se rige principalmente por codigos
genéticos adquiridos en el momento de la concepcion, la expresién de dichos
codigos genéticos esta influenciada por las condiciones ambientales en las que
se desarrolla el organismo. El crecimiento fetal y neonatal de los mamiferos es,
por lo tanto, un proceso complejo regulado por las interacciones entre el

genoma y el medio ambiente (Patel y Srinivasan, 2006).
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Las adaptaciones en los tejidos diana debidas a un estimulo nutricional
temprano o un insulto en las ventanas criticas del desarrollo de Organos
especificos durante las fases tempranas de la vida, que producen alteraciones
permanentes en la fisiologia y el metabolismo de los 6rganos diana, se
denominan programacion metabdlica (Savino, 2010). Las consecuencias de
este fendmeno se observan en gran medida en la vida a largo plazo

(Cervantes-Rodriguez y cols, 2014).

Se ha descrito en investigaciones previas que en algunas especies de
mamiferos incluidos los humanos, las experiencias tempranas con la madre,
son un importante modulador del desarrollo en las crias y por tanto,
perturbaciones de la relacibn madre-cria que involucran separacion materna
tienen consecuencias a largo plazo en la fisiologia y el comportamiento de las
crias (Moyer-Mileur y cols, 2011). En particular, la estimulacion de la madre es
esencial para la supervivencia de las crias; esto es especialmente evidente en
las especies altriciales, como los humanos y roedores, donde las crias nacen
en estado inmaduro y dependen completamente de la madre para sobrevivir y
continuar su crecimiento y desarrollo (Gonzales y Fleming 2002; Gonzalez y
cols., 2001). La estimulacion recibida por las crias en el curso de estos
comportamientos maternos es una fuente esencial de sefales sensoriales,
sociales y hormonales (en la leche materna) importantes para la maduracion de

diversos organos (Lomanowska y Melo, 2016).

La presente investigacion fue disefiada para determinar si la separacion
materna y crianza artificial durante el periodo postnatal pre-destete produce un

efecto negativo sobre el metabolismo de las ratas macho adultas.
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La crianza artificial per se fue suficiente para producir efectos en algunos
pardmetros medidos. Los resultados obtenidos muestran que los animales
criados artificialmente tienen un area de las células adiposas mas grandes en
comparacion de los animales criados por su madre. Este dato no se ha
encontrado reportado anteriormente en este modelo, sin embargo esto sugiere
que la crianza artificial tiene efectos sobre la programacion del tejido adiposo.
Se ha descrito en la literatura que la hipertrofia adipocitaria es una forma no
saludable de la expansion del tejido adiposo blanco, debido a que es una
fuente de produccidon excesiva de adipocinas pro-inflamatorias (Perello y
Spinedi 2004; Costa y Spinedi 2017). Una posible explicacién a este hallazgo
es que la mayor diferencia entre la férmula lactea utilizada en la técnica de
crianza artificial y la leche materna de rata, es la falta de factores de
crecimiento y hormonas (Patel y Hiremagalur, 1992). Una de estas hormonas
importantes es la leptina, ya que en estudios experimentales se ha demostrado
que la leptina es transferida de la circulacién de la madre a la leche materna y
se han identificado en roedores, receptores a leptina en las células epiteliales
gastricas. Esto sugiere que la leptina pasa de la leche materna a la circulacién
de las crias (Savino y cols., 2010). Se ha encontrado que la leptina proveniente
de la leche materna de rata, puede influir en la proliferacion y diferenciacion de

los adipocitos en las crias (Yan y cols., 2014)

De igual manera se ha encontrado elevada la concentracién de insulina en
suero. En la literatura se ha reportado que en modelos animales de
programacién metabdlica relacionado con desnutricion o sobre-nutricion (dietas
altas en grasa o en hidratos de carbono) fetal o en periodo de lactancia, la

descendencia que recibe el insulto durante estas etapas criticas de desarrollo
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tienden a presentar niveles elevados de insulina y esta persiste hasta la etapa
juvenil o adultez (Devaskar y Thamotharan, 2007; Patel y Srinivasan, 2006).
Aunque el presente estudio no se enfoca principalmente en aspectos
nutricionales, se puede descartar que el modelo utilizado sea un modelo de
desnutricion, pero no se descarta la posibilidad de que la composicion de
macronutrimentos en la formula lactea utilizada (tabla 2) podria contribuir a la
hiperinsulinemia presentada en los animales criados artificialmente. Se sabe
que el desarrollo de los 6rganos se extiende a la vida postnatal temprana, en
roedores los islotes pancreaticos continGan su desarrollo después del
nacimiento (Granado y cols., 2012; Patel y Srinivasan, 2006). Los islotes
normalmente secretan cantidades crecientes de insulina en respuesta al
aumento de las concentraciones de glucosa, pero no secretan ninguna
cantidad medible de insulina a concentraciones muy bajas de glucosa, por lo
que las crias de rata neonatal que son amamantadas artificialmente con
formula lacteas altas en hidratos de carbono, presentan adaptaciones a nivel
bioguimico en los islotes pancreéaticos, que apoyan la capacidad secretora
alterada de estos islotes, secretan mayores cantidades de insulina en
concentraciones de glucosa basales (Srinivasan, 2003; Patel y Srinivasan,
2006). Otra posible explicacion a la hiperinsulinemia podria relacionarse con la
hipertrofia del tejido adiposo encontrada en este trabajo. Como ya se menciond
anteriormente, se ha relacionado que la respuesta a la insulina es una funcién
de la medida del tamafio del adipocito, cuanto mayor es el adipocito menor es
la sensibilidad tisular de la insulina, con lo que se ha propuesto que la
hiperinsulinemia y la insulinorresistencia periférica de la obesidad se debe méas

a la hipertrofia adipocitaria que al aumento de grasa corporal total o de la
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ingesta (Coelho 2013), por otro lado esta hipertrofia se caracteriza por la
produccion de citosinas pro-inflamatorias como IL-6 (interleucina-6) y TNF-a
(factor de necrosis tumoral alfa) entre otras (Moreno y Martinez, 2002). Por lo
que también se ha encontrado un aumento de estas citosinas en el tejido
adiposo de ratones obesos en asociacion con resistencia a la insulina (Jianping
Ye, 2013). Las funciones de las citosinas pro-inflamatorias son complejas, y se
ha sugerido en la literatura que puede estar involucrado en varios mecanismos:
1. Inhibicion de IRS-1 (sustrato del receptor de insulina 1), 2. Menor expresion
del Glucotransportador (GLUT 4). 3. Inhibicion de la funcion PPARYy, este es un
receptor nuclear que impulsa la sintesis de lipidos y el almacenamiento de
grasa en las células, induce la expresion de enzimas o proteinas en la
lipogénesis o el almacenamiento a través de la activacion transcripcional; la
reduccion de la actividad de PPARYy contribuye a la resistencia a la insulina
(Jianping Ye, 2013; Saltiel y Kahn, 2001; Wilcox, 2005). En cuanto al indice de
resistencia a la insulina calculado con la formula antes mencionada, también se
mostro es mayor en los animales criados artificialmente; en general, se acepta
que la resistencia a la accién de esta hormona se compensa mediante un
aumento en su secrecion por las células beta pancreaticas, resultando en una
llamada “hiperinsulinemia compensadora” (Ye J 2007; 2013; Rojas y cols.,

2007).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo tuvo discrepancia con otros
autores (Auestad y cols., 1989; Huynh y cols., 2008) en donde la crianza
artificial no afecta las concentraciones séricas de insulina respecto a los
animales criados por su madre, sin embargo se encontraron algunas similitudes

con estos mismos autores, ya que al igual que en el presente trabajo, no se
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encontraron diferencias en las concentraciones séricas de triglicéridos,

colesterol, glucosa, ademas del peso corporal entre ambos grupos.

EFECTOS DE LA PRIVACION MATERNA Y CRIANZA ARTIFICIAL Y

EXPOSICION A AGUA CON SACAROSA COMO UN SEGUNDO RETO

En diversos estudios se han utilizado modelos de programacion metabdlica, los
cuales han mostrado una predisposicidbn a hipertension y resistencia a la
insulina, asociado con incremento de las concentraciones de triglicéridos en
suero, colesterol y leptina en las crias expuestas a insultos especialmente
nutricionales en etapas criticas de desarrollo (Srinivasan, 2003; Patel y
Srinivasan, 2006; Cervantes-Rodriguez y cols., 2014; Zambrano, 2006). Sin
embargo se ha visto que estos efectos persisten y se exacerban hasta la edad
adulta, esto puede deberse a la gran incorporacién de una dieta alta en
hidratos de carbono, por ejemplo el consumo de bebidas endulzadas con
azucar podria constituir un “segundo reto” para los individuos programados
metabdlicamente durante el desarrollo (Cervantes-Rodriguez y cols., 2010;

Diaz- Aguilar, 2015).

Otros investigadores han demostrado que la descendencia, especificamente
varones, esta mas predispuesta a los efectos adversos en la homeostasis de la
glucosa y la insulina que resultan de las exposiciones a desafios como la mala
nutricion materna y el estrés. Este aumento de la susceptibilidad se ha atribuido
a la necesidad fisiol6gica de crecimiento mas rapido y, en consecuencia, a una

necesidad nutricional mas critica (Zambrano y cols., 2006; 2010).
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El presente trabajo, tuvo por objetivo evaluar los efectos del consumo de agua
con sacarosa en etapa adulta después de que las crias macho fueron
sometidas a privacion materna y crianza artificial en el periodo posnatal pre-
destete. Como se mostrd en este trabajo, respecto a esta ingesta de agua y de
alimento, se encontré que los animales que consumieron sacarosa tuvieron una
ingesta mayor de agua y una ingesta menor de alimento, en comparacion con
los animales que consumieron agua simple, este dato es similar a los
reportados por otros trabajo donde las ratas tiene una mayor tendencia por el
agua azucarada que por el agua simple (Moreno y cols., 2009; Capaldi, 1990;
Sclafani, 1990; Martinez y cols., 2010). Sin embargo un dato notable es que los
animales que fueron sometidos a CA ingieren mas agua con sacarosa respecto
a los animales criados por su madre que también consumieron agua con
sacarosa. Esto sugiere que estos animales que no ingieren leche materna, en
consecuencia no obtienen las hormonas presentes en esta leche, como es la
leptina (Savino y cols., 2008; 2009; 2010). Se ha descrito que esta hormona
puede estar implicada en el desarrollo neonatal y la formacion de circuitos
neuronales durante periodos criticos en el desarrollo del hipotalamo que
controlan el apetito y la saciedad asi como la adiposidad en etapas posteriores
de la vida (Savino y cols., 2009; 2010; Bouret y cols., 2006). Asimismo se ha
mostrado en lactantes humanos a los que se les permite lactancia materna
desarrollan un mejor control del apetito y las conductas de ingesta de alimentos
solidos en comparacion con los bebés alimentados con formula (Stocker y

Cawthorne, 2008; Cannon y cols., 2015).

Por otra parte, no se encontrd ninguna diferencia estadisticamente significativa

en el peso corporal entre los animales criados artificialmente y los criados por
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su madre, este hallazgo es consistente con previos estudios en modelos de
ratas usando agua con sacarosa al 5 y al 30, 10 y al 8 por ciento durante 12 y
10 semanas (Cervantes-Rodriguez y cols., 2010; Diaz- Aguilar, 2015; Toop Yy
cols., 2015; El Hafidi, 2001; Moreno y cols., 2009; Martinez y cols., 2010). Lo
anterior sugiere que los roedores regulan, al menos por el periodo del reto
impuesto, su ingesta total de energia exitosamente, aumentando su consumo
de agua con sacarosa y disminuyendo su consumo de alimento sélido, aunque
esta disminucion de comida solida resulta en un aporte menor de proteina y
otros nutrimentos en animales que beben agua azucarada. Por otro lado, en los
animales criados artificialmente de este trabajo que consumieron agua con
sacarosa si se observo un incremento del indice de adiposidad y del peso del
tejido adiposo retroperitoneal y mesentérico estadisticamente significativo, asi
como también adipocitos con un mayor tamafio respecto a los criados por su
madre. Lo anterior sugiere que este aumento de adiposidad es promovido por
la dieta alta en sacarosa que esta relacionado con el proceso de lipogénesis de
novo, que se sabe también es sensible a los cambios en la dieta, ya que es
estimulada por un consumo alto y de manera cronica de hidratos de carbono
simples y por consiguiente su almacenamiento como reserva aumenta la
acumulacion de tejido adiposo, ademas, los adipocitos maduros pueden
expandirse en tamafio para adaptarse a las mayores necesidades de
almacenamiento y en situaciones de sobrealimentacion se vuelven hipertroficas
(Pagliassotti y cols., 1996). Otro resultado hallado es el incremento de la
concentracion de triglicéridos en suero que se ha reportado también en otras
investigaciones (Cervantes-Rodriguez y cols., 2010; Diaz- Aguilar, 2015; Toop

y cols., 2015; El Hafidi, 2001). Los animales criados artificialmente que
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consumieron  agua con  sacarosa, presentaron  concentraciones
significativamente més elevadas de triglicéridos respecto a los criados por su
madre esto puede estar relacionado con el proceso de lipogénesis mencionado
anteriormente, ya que en los adipocitos la glucosa es almacenada
primordialmente como triglicéridos, cuando esta sintesis y acumulacion de
acidos grasos, que se utilizan como reservas de energia sobrepasa el
resguardo en los adipocitos produce a niveles elevados de triglicéridos en
plasma (Coelho y cols., 2012). Tanto en humanos como en modelos animales
se ha mostrado la correlacion de la acumulacién excesiva de grasa visceral
(tejido adiposo mesentérico y retroperitoneal) con la predisposicion a,

hiperlipidemias (Wajchenberg 2000).

En este trabajo se obtuvieron resultados similares a otros estudios donde la
dieta alta en sacarosa utilizada no alteré las concentraciones de glucosa en
suero (El Hafidi y cols., 200; Fuente-Martin y cols., 2012; Diaz- Aguilar, 2015),
pero promovié un aumento significativo en la concentracién de leptina, insulina
sérica e indice de resistencia a la insulina, esto puede sugerir que el consumo
de agua azucarada estimula la secrecion de insulina suficiente para mantener
una normoglicemia, por consiguiente los resultados muestran que, el consumo
de agua azucarada podria contribuir a hiperinsulinemia en las crias, resultados
similares se han reportado en otros modelos experimentales (Cervantes-
Rodriguez y cols., 2010; Diaz- Aguilar, 2015; Toop y cols., 2015; El Hafidi,
2001). No obstante esta hiperinsulinemia es mucho menor en comparacién a
los animales que consumieron agua simple, desconocemos cual es el proceso
fisiolégico que esté regulando este resultado, sin embargo podemos sugerir

gue la hiperglicemia que pudo haber estado dada por el consumo de agua
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azucarada es compensada a expensas de almacenaje de triglicéridos y de mas
tejido adiposo, lo que llevaria a una menor secrecion de insulina y una menor
resistencia a la insulina (Saltiel y Kahn, 2001). No obstante se también se ha
descrito en la literatura que la leptina suprime la secrecion de leptina en las
células B (Perello y Spinedi 2004; Costa y Spinedi 2017). Los presentes
resultados sugieren una predisposicion a la hiperleptinemia, este hallazgo
puede deberse a que la leptina es una adipocina liberada y regulada por tejido
adiposo, los niveles de leptina en el tejido adiposo y en el plasma se
correlacionan positivamente con la cantidad de grasa corporal y el tamafo de
los adipocitos (Manzur y cols., 2010), mientras mayor sean estos depdsitos de

grasa, mayores niveles de leptina se secretaran. (Granado y cols., 2012).

En cuanto a los niveles de la hormona adiponectina, esta fue significativamente
mayor en los animales criados artificialmente, se sabe que la adiponectina es
una adipocina secretada por el tejido adiposo, en condiciones normales tanto
en humanos como en ratas, se ha mostrado que tiene una relacion negativa
con la cantidad del tejido adiposo, mientras menor tejido adiposo exista se
presentaran mayores concentraciones de esta hormona ( Balsan y cols., 2015;
Wang and Schere, 2016), sin embargo también se ha descrito en modelos de
ratbn que la resistencia a la insulina puede provocar hiperadiponectinemia

(Godinez-Gutiérrez y Valerdi-Contreras 2012).

Los resultados del presente trabajo indican un aumento de tejido adiposo,
aumento de concentraciones de triglicéridos de insulina y leptina, que
desempefian un papel como hormonas lipogénicas que regulan el metabolismo
y el gasto energético (Harris, 2014). Cabe mencionar que todas estas

hormonas, fisioldgicamente no funcionan de forma aislada, algunos autores
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han descrito que la regulaciébn de estas hormonas es a través de un eje
adipoinsular (Perello y Spinedi 2004; Costa y Spinedi 2017). Este estudio,
sugieren una predisposicion a la obesidad en los animales criados
artificialmente (M. Lafontan, 2008; Trayhurn, 2016). Lo que podria indicar que
la crianza artificial y la exposicion a un 5% de agua azucarada podrian actuar

de manera sinérgica.

Por otro lado el periodo de amamantamiento (lactancia materna) podria tener
un papel importante en la programacion de procesos durante la vida temprana.
La identificacion de hormonas en la leche materna, involucradas en el balance
de energia (leptina, adiponectina, grelina, obestatina, factor de crecimiento
insulinico) sugieren que el amamantamiento podria modular vias
neuroendocrinas en la regulacién del peso corporal, ademas también hay
evidencia que propone que el periodo de lactancia materna esta involucrado en
la programacion del tamafio y/o cantidad del tejido adiposo (Ramos-Roman,
2018; Fields y cols, 2011) por lo que diversos estudios proponen que la
lactancia materna podria tener un efecto benefactor contra el desarrollo de la

obesidad en la infancia y a largo plazo. (Savino y cols., 2009; 2010)

En conclusion los resultados en este trabajo sugieren que el desarrollo del
metabolismo y del tejido adiposo depende de las condiciones ambientales en
las etapas criticas de desarrollo como lo es el periodo posnatal pre-destete.
Estos datos pueden aportar mas conocimiento al concepto de "programacion
metabdlica" que se producen como consecuencia de la presencia de un factor
durante las ventanas criticas del desarrollo que resultan en efectos fisioldégicos
en Organos especificos que persisten durante toda la vida y causan patologia
en adultos.
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Aunque el posible papel de los factores genéticos en la programaciéon
metabolica no puede ser subestimado, los factores ambientales/sociales
implicarian un papel importante. Entre los factores ambientales estudiados se
encuentran  aspectos nutrucinales como la desnutricion materna / fetal,
restriccién calorica etc. Pero hay pocos estudios en donde ademas de los
factores nutricionales otros factores estén involucrados. Por lo que este trabajo
al ser un primer acercamiento que mide el efecto de la separacién materna y
crianza artificial en el metabolismo, en el futuro deben tomarse en cuenta mas
aspectos neuroendocrinos. Estos datos también brindan nueva informacion de
los parametros que podrian ser perturbados en animales y humanos separados
de su madre. Aln no se comprenden claramente los mecanismos precisos que
predisponen un organismo para las enfermedades en edad adulta, debido a
una experiencia alterada en los primeros periodos de la vida. Tal comprension
ayudard en el disefio de tratamientos para disminuir la situacion epidémica de
la obesidad y sindrome metabdlico. Es pertinente descifrar las adaptaciones
hormonales y metabdlicas iniciales que se producen en los tejidos diana antes
de la manifestacién de la enfermedad. Tales enfoques mecanicistas son una
propuesta dificil de investigar en estudios humanos. Para este proposito, los
diversos modelos animales descritos anteriormente son herramientas valiosas
para comprender los mecanismos involucrados en la programaciéon metabdlica
de los drganos diana por las experiencias de la vida temprana y las
interacciones con los factores de riesgo de la vida adulta (estilo de vida
sedentario, alimentacion excesiva). Por otro lado, el modelo de rata CA ofrece
una oportunidad para evaluar los mecanismos subyacentes que implican

adaptaciones en los organos diana y la interferencia entre ellos. Los resultados
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de estos estudios en animales también ayudarian en el analisis de las
consecuencias de las practicas dietéticas alteradas en bebés humanos, lo que
puede proporcionar una pista sobre el aumento de la incidencia de la obesidad

y otras enfermedades metabdlicas.
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EFECTO DE LA ESTIMULACION TACTIL MAS UN SEGUNDO RETO

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la estimulacién tactil
durante el aislamiento no previene los efectos de la privacion materna y crianza
artificial, por el contrario en casi todos los parametros medidos la estimulacion
tactil tuvo también un efecto negativo. Estos hallazgos son diferentes a los
reportados en otro trabajo en donde la estimulacion tactil disminuye los niveles
de insulina en los animales con separacion materna parcial (Moyer-Mileur y
cols, 2011). También ha sido reportado que la estimulacion tactil previene los
efectos conductuales, emocionales, cognitivos y neuroendocrinos de la
privacibn materna y crianza artificial (Melo y Fleming, 2006; Ugarte y cols.,

2013; Gonzalez-Mariscal y Melo, 2013; Lomanowska y Melo, 2016).

Una posible explicaciéon de los efectos contrarios de los estimulos tactiles
durante el periodo postnatal es que dichos estimulos per se no participan en el
desarrollo de los sistemas que participan en la regulacién metabdlica, como
ocurre con los procesos antes referidos (p.e., conductuales, cognitivos,
emocionales, etc.). El hecho que tanto los animales que se sometieron a
crianza artificial como los que se sometieron a crianza artificial y que recibieron
los estimulos tactiles hayan tenido efectos similares sobre los parametros antes
referidos, pero que ambos no recibieron leche materna sugiere que “algo”
presente en la leche materna, como las hormonas (p.e., leptina) y factores
biéticos (enzimas, anticuerpos, etc.) (Ver Melo, 2015) podria estar participando
en el desarrollo de dichos procesos metabdlicos. Para poder responder a las
anteriores dudas se necesitan desarrollar estudios encaminados a evaluar la

participacion de estas hormonas en dichos procesos.
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En conclusién, aun no se tienen claros los mecanismos que pudieran estar
involucrados, por los cuales la estimulacion tactil no haya tenido un efecto
preventivo como se sugeria en la tercer hipotesis de este trabajo, por lo que en

esta parte se requiere mas investigacion al respecto.
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17. CONCLUSIONES

e La crianza artificial en el periodo posnatal pre-destete tiene efectos negativos
sobre algunos parametros metabdlicos medidos en ratas macho en etapa
adulta

e El modelo de crianza artificial puede ser utilizado como un modelo de
programacion metabdlica

e La ingesta de agua con sacarosa como un segundo reto potencializa algunos
de los parametros metabdlicos como son la concentracion de triglicéridos,
concentracion de insulina, indice de resistencia a la insulina, Tejido adiposo
retroperitoneal.

e La estimulacién tactil no previene ninguno de los efectos de la crianza artificial
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