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PALABRAS CLAVE Resumen

Composicion Antecedentes y objetivo: A pesar de los Ultimos avances acerca de los factores nutricionales
corporal; que inducen modificaciones epigenéticas, la informacion en edades tempranas es escasa. El
Dieta; presente trabajo estudié en un modelo experimental a lo largo de dos generaciones las posibles
Rata modificaciones en la composicion corporal, la posible expresion de cambios epigenéticos, y el

resultado del consumo de dietas isocaloricas con niveles de grasa diferentes.

Materiales y métodos: Ratas Wistar hembras al destete se dividieron en dos grupos que reci-
bieron una dieta con 7 y 15% de grasa (rica en grasa). A los 70 dias se aparearon (M;) y sus crias
(C4) constituyeron la primera generacion; C; a los 70 dias fueron apareadas (Mz) y sus crias (C3)
constituyeron la segunda generacion. Al destete, se evaluaron tanto las madres como las crias
(M1, My y Cq, C3), el peso (P) y composicion corporales % de grasa (% Gra), por método quimico
y contenido mineral 6seo de esqueleto total (CMO) por densitometria, expresado como %CMO.
Resultados: Al destete, en los grupos con dieta rica en grasa M; y C; (15% Gra) se observo un
incremento significativo del P y % Gra (p<0,05), mientras que el aumento en el % Gra ya se
observo en Cq y Mq (p<0,001). Por el contrario, el % CMO de M; y C; disminuyo significativamente
(p<0,001).

Conclusion: este estudio pone de manifiesto la potencial necesidad de modificar ciertos habitos
alimentarios que eviten repetir patrones distorsionados de generacion en generacion.

© 2011 SEEN. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.
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Rat Introduction and objective: Despite recent findings reported on the nutritional factors that

induce epigenetic changes, little information is available at early ages. This study analyzed
in an experimental model, over two generations, potential changes in body composition and
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potential expression of epigenetic changes as the result of the intake of isoenergetic diets with

different fat levels.

Materials and methods: At weaning, Wistar female rats were divided into two groups that were
fed either a control diet (fat=7% w/w) or a high-fat diet (15% w/w). Rats were mated at 70
days (M) and their pups (P1) were the first generation; Py rats were mated at 70 days (M;) and
their pups (P;) represented the second generation. At weaning, mothers and pups (M, M; and
P, P2) were measured body weight (W) and composition (% body fat, %BF), and total skeleton
bone mineral content (BMC), expressed as %BMC, using chemical and DXA methods respectively.
Results: At weaning, high-fat diet groups M, and P, showed significant increases in W and %BF
(p <0.05); increased %BF values were already found in the M; and P; groups (p<0.001). By
contrast, %BMC significantly decreased in M; and P, rats (p<0.001).

Conclusion: This study demonstrates the need to review certain eating habits to avoid perpe-
tuation of unhealthy patterns generation after generation.

© 2011 SEEN. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Existen evidencias que sugieren que la eleccion de alimen-
tos que la madre realiza durante el embarazo puede sentar
las bases para la aceptacion de los mismos en la vida pos-
natal. El liquido amnidtico que rodea al feto, manteniendo
la temperatura fetal, constituye una fuente rica de expo-
sicion sensorial para el feto. Muchos sabores presentes en
la dieta materna lo estan en el liquido amni6tico’? y, dado
que el gusto y el olfato ya son funcionales durante la vida
fetal, constituyen las primeras experiencias de contacto
que ocurren antes de nacer. La exposicion a estos sabores
«transmisibles» influiria en su aceptacion posnatalmente34;
esta experiencia temprana, que puede proporcionar un
«puente de sabor» y familiarizar al feto con sabores de la
dieta materna, desempefa un papel clave en la adquisicion
de alimentos y preferencias®>.

Al nacer, los padres participan de las primeras expe-
riencias de los ninos con los alimentos; la leche materna,
portadora de sabores facilita la transicion a la dieta del
adulto. Como jovenes omnivoros, estan dispuestos a apren-
der a ingerir la dieta de los adultos y, a pesar de la amplia
gama de alimentos que se les ofrece, desarrollan tempra-
namente la capacidad para repetir el patrén alimentario
familiar. Estas preferencias alimentarias adquiridas en la
infancia reflejan los alimentos disponibles y accesibles, y lo
preparan para constituirse en el modelo de patrén cultural
de alimentacioén de su futura descendencia.

Existe evidencia de que la perturbacion metaboélica intra-
uterina puede influenciar la expresion génica y modular el
fenotipo del organismo durante la vida adulta. La exposicion
durante la vida temprana a factores nutricionales inade-
cuados puede ser critica en el crecimiento y desarrollo de
los tejidos corporales, constituyendo un factor de riesgo
potencial de enfermedades debido a patrones alimentarios
inapropiados por defecto®’ o por exceso®. A pesar de los
Ultimos avances acerca de los factores nutricionales que
inducen modificaciones epigenéticas, es escasa la informa-
cién en edades tempranas’.

El presente trabajo estudié en un modelo experimental,
a lo largo de dos generaciones, las posibles modificaciones

en la composicion corporal, resultado del consumo de dietas
isocaldricas con niveles de grasa diferentes.

Material y métodos
Poblacién animal

Se estudiaron, desde el destete (2241 dias de edad), 90
ratas hembra de la cepa Wistar con un peso promedio inicial
de 44,7 40,7 g (media & error estandar, EE), que provenian
de la Catedra de Bioquimica General y Bucal de la Facul-
tad de Odontologia de la Universidad de Buenos Aires. El
protocolo presentado cumplia con las especificaciones esta-
blecidas internacionalmente para el uso y cuidado de los
animales de laboratorio'.

Los animales se alojaron en jaulas galvanizadas, con
piso de malla y suspendidas, con la finalidad de mantener
las condiciones de higiene y evitar la coprofagia. La tem-
peratura ambiente se mantuvo en 21+1°C mediante un
sistema termostatizado y la humedad relativa fue de 50-
60%. Ademas, cuenta con un sistema que permite mantener
estrictamente los periodos de luz-oscuridad de 12h/12h, ya
que modificaciones de los mismos pueden provocar cambios
en la conducta del animal y alteraciones en el ritmo de la
alimentacion''.

Al momento del destete, los animales se dividieron en
tres grupos y se verificd que los pesos promedio iniciales
no difirieran entre grupos (p > 0,05). Un grupo de 10 anima-
les (Co) fue sacrificado para la determinacion de los valores
basales. Dos grupos de 40 animales cada uno, recibieron a
libre demanda durante todo el periodo experimental una de
dos dietas: dieta control, cuyo contenido de grasa fue del
7¢/100g de dieta control (7%) y 15g/100g de dieta experi-
mental (15%).

A los 28, 35y 49 dias de edad se sacrificaron 10 anima-
les de cada grupo para la determinacion de la composicion
corporal. A los 70 dias de edad, 10 ratas de ambos grupos
se aparearon y a los 110 dias se destetaron las crias. Las
madres de esta primera generacion (My,;7% Y M1/15%) ¥ un sub-
grupo de crias (Cq/7% Yy Cy/15%) se sacrificaron. El subgrupo
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Figura 1  Diseno del procedimiento seguido en el estudio.
M;: primera generacion de madres; M;: segunda generacion de
madres.

Co: grupo basal; C1: crias de la primera generacion; C;: crias de
la segunda generacion.

Los porcentajes de 7 y 15% indican el contenido de 7g de
grasa/100g de dieta y 15g de grasa/100g de dieta, respecti-
vamente.

restante continuo con la dieta de la generacion anterior. A
los 70 dias fueron apareadas y las crias se destetaron a los
110 dias de edad. Las madres (My/7% Y Ma/15%) ¥ las crias (Cy/7%
y Cy/15%) fueron sacrificadas (fig. 1).

Durante el periodo experimental los animales recibieron
a libre demanda una de las siguientes dietas isocaldricas
(4kcal/g) cuya composicion se detalla en la tabla 1. El
agua de bebida se administré en condiciones de libre
demanda asegurando el suministro continuo, dada la estre-
cha correlacién entre la ingesta de liquido y la conducta
alimentaria'2.

Tabla 1 Composicion porcentual de las dietas
CONTROL EXPERIMENTAL

Caseina? 28,7 28,7

Aceite de maiz 7,0 15,0

Dextrina de maiz 55,0 37,0

Mezcla de minerales AIN-93P 3,5 3,5

Mezcla de Vitaminas AIN-93¢ 1,0 1,0

Cloruro de Colina 0,71 0,71

Salvado de avena 4.1 14,1

a Caseinato de potasio: 87% de proteina (Inmobal Nutrer SA.
Argentina).

b Mezcla de sales: AIN-93G Mineral Mix. AIN-93 (ICN Biome-
dicals Inc. Ohio, EE.UU.): (AIN-93 Purified Diets for Laboratory
Rodents for growth, pregnancy and lactational phases).

¢ Mezcla de vitaminas: AIN-93-VX (ICN Biomedicals Inc. Ohio,
EE.UU.). (AIN-93 Purified Diets for Laboratory Rodents).

Parametros evaluados

Peso corporal: para su medida se utilizé una balanza ana-
litica Metler PC 4000 con una precision de+1mg. Las
determinaciones se realizaron con un ayuno previo minimo
de 2 horas y maximo de 4 horas. El peso se expresé en
gramos.

Composicion corporal: el analisis de la composicion cor-
poral incluyé el contenido de grasa corporal (% Gra) y el
contenido mineral dseo de esqueleto total (expresado como
CMO% (g/100g de peso). El contenido de grasa corporal
se determind por método quimico sobre la carcasa seca
mediante la extraccion intermitente con éter de petré-
leo (Soxhlet, AOAC)"3, expresandose los resultados en g de
grasa/100g de peso corporal. El contenido mineral déseo
de esqueleto total se evalué por densitometria ex vivo
mediante la utilizacion de un equipo Lunar DPX (DPX Alpha
8034, Small Animal Software, Lunar Radiation Corp. Madi-
son EE.UU.). La precision del equipo se obtuvo mediante
la mediciéon de una misma rata cinco veces con reposicion
del animal durante el mismo y diferente dia. El coeficiente
de variacion (CV) fue de 3% para el contenido mineral dseo
(CMO).

Los resultados se expresaron como la media+EE, y se
analizaron estadisticamente por ANOVA para comparar los
grupos. Cuando se encontro una diferencia estadisticamente
significativa se realiz6 la prueba de Student-Newman-Keul.
En todos los casos se realizaron las pruebas de normali-
dad (Wilk-Shapiro) y de homoscedasticidad (Bartlett) de las
varianzas. Los resultados se consideraron significativos a un
nivel del 5%. Los programas empleados fueron el GraphPad
Prism version 3.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
EE. UU.) y el SPSS version 9.0 (SPSS, Inc., de Chicago, EE.
uu.).

Resultados

Al analizar la evolucion del peso corporal de los grupos My /15y
(fig. 2a) y My/1sy (fig. 2b) a lo largo del periodo experimental,
no se observaron diferencias significativas entre los mismos
y sus respectivos controles a 28, 35, 49, 70 y 90 dias de
edad. A los 110 dias de edad, solo se observo un incremento
significativo del peso corporal en el grupo M54 vs. Ma/79
(p<0,05).

El peso corporal de la crias al destete de la primera (C4,7%,
Ci/15%) Yy segunda (Cy/7%, Cy/15%) generaciones se muestra en
la figura 3. Se observa un incremento significativo del peso
corporal en la segunda generacion de crias (Cy/1s%) prove-
nientes de madres (M,1s%) que recibieron una dieta con un
contenido de grasa del 15%. No se observaron modificacio-
nes significativas en el peso corporal de las crias alimentadas
con la dieta control a lo largo de las generaciones (p > 0,05).

El contenido de grasa corporal resulté significativamente
mayor en My/1s3 Y My/15% €n comparacion a sus respectivos
controles a los 110 dias de edad (p <0,001) (fig. 4).

Al analizar la grasa corporal de las crias de la primera y
segunda generacion al destete, se observé que la misma fue
significativamente mayor en Cy,1s54 Yy en C;/154 procedentes
de madres (M1,15% Y M2/15%) que recibieron una dieta con un
contenido de grasa del 15%. No se observaron modificacio-
nes significativas en grasa corporal de las crias alimentadas
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Evolucion del peso corporal (media & error estandar) en funcion de la edad a lo largo de dos generaciones (1a: primera

generacion; 1b: segunda generacion), correspondiente a animales alimentados con dieta 7% (grupo control) o 15% (grupo experi-

mental) de grasa.

Co: grupo basal; M;: primera generacion de madres; M,: segunda generacion de madres.

p<0,05 entre grupo control y experimental.

con la dieta control a lo largo de las generaciones (p > 0,05)
respecto de Cy (7,66 & 1,42%) (fig. 5).

La evolucion del contenido mineral 6seo de esqueleto
total se muestra en las figuras 6 y 7. Si bien no se observa-
ron diferencias significativas en las madres My,1sy4 Vs. My/79 y
entre sus respectivas crias (Cy/1s% Vs. C1/7%), €l CMO de My/1sy
vs. My/7% Yy de C2/15% VS. C2/7% d1sm1nuyo signiﬁcativamente
(p<0,001).

Discusioén

En estudios previos, nuestro grupo de trabajo analizé el
efecto de dietas isocaldricas con diferentes niveles de grasa

y carbohidratos sobre la composicion corporal en ratas en
crecimiento a lo largo de una generacién'™. Sin embargo,
no se ha evaluado aln el efecto de dichas dietas, ricas en
acidos grasos poliinsaturados n-6 (AGPI n-6), y las posibles
modificaciones de la composicion corporal, a lo largo de dos
generaciones. Existe evidencia que demuestra que la expo-
sicion materna a dietas ricas en colesterol y grasa produce
cambios epigenéticos que modulan la expresion de genes
con desarrollo de obesidad en la progenie®.

Al comparar los pesos corporales en cada una de las
generaciones, siempre resultd mayor en los grupos que
consumieron dietas con mayor contenido de lipidos, tanto
en madres como en crias'®. El aumento del peso fue
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Figura 3 Peso corporal de las crias correspondiente a dos

generaciones de ratas alimentadas con un contenido de grasa
en la dieta de 7% (grupo control) o de 15% (grupo experimental).
CO: grupo basal; C1: crias de la primera generacion; C2: crias
de la segunda generacion.

Media =+ error estandar

ANOVA, nivel de significacion global<0.001; a posteriori la
prueba de Student-Newman-Keul determino las siguientes dife-
rencias entre grupos (letras diferentes indican diferencia
significativa entre grupos):

Co vs. C1/7% vs C1/15%; p<0.05; Co vs. C2/7%; p<0.01;

Co vs. C2/15%; p<0.001; C1/7% vs. C2/7%; p>0.05; Co vs.
C2/15%; p<0.001; C1/15% vs. C2/7%; p <0.05; C1/15% vs.
C2/15%; p<0.001; C2/7% vs. C2/15%; p <0.001.
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Figura 4 Grasa corporal (media = error estandar) en funcion
de la edad en animales alimentados con dieta 7% (grupo control)
o 15% (grupo experimental) de grasa.

Co: grupo basal; M;: primera generacion de madres; M;: segunda
generacion de madres. T-test entre grupos para cada tiempo
experimental. Diferencias entre los grupos indicados: * p <0,05;
*** p<0,001.
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Figura 5 Grasa corporal de las crias correspondiente a dos

generaciones de ratas alimentadas de ratas alimentadas con un
contenido de grasa en la dieta de 7% (grupo control) o de 15%
(grupo experimental).

CO: grupo basal; C1: crias de la primera generacion; C2: crias
de la segunda generacion.

Media =+ error estandar.

ANOVA, nivel de significacion global<0.001; a posteriori la
prueba de Student-Newman-Keul determino las siguientes dife-
rencias entre grupos (letras diferentes indican diferencia
significativa entre grupos):

Covs. C1/7% vs. C2/7%; p>0.05; Co, C1/7%, C2/7% vs. C1/15%;
p<0.001; Co, C1/7%, C2/7% vs. C2/15%; p<0.001; C1/15% vs.
C2/15%; p<0.001.
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Figura 6 Contenido mineral 6seo (CMO) de esqueleto total

(media =+ error estandar) en funcion de la edad, correspondiente
a animales alimentados con dieta 7% (grupo control) o 15%
(grupo experimental) de grasa.

Co: grupo basal; M;: primera generacion de madres; My: segunda
generacion de madres.

T-test entre grupos para cada tiempo experimental: * p <0,05;
*** p<0,001.
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Figura 7 Contenido mineral 6seo de esqueleto total de las
crias correspondiente a dos generaciones de ratas alimentadas
con un contenido de grasa en la dieta de 7% (grupo control) o
de 15% (grupo experimental).

CO: grupo basal; C1: crias de la primera generacion; C2: crias
de la segunda generacion.

Media =+ error estandar

ANOVA, nivel de significacion global<0.001; a posteriori la
prueba de Student-Newman-Keul determino las siguientes dife-
rencias entre grupos (letras diferentes indican diferencia
significativa entre grupos):

Covs. C1/7% vs. C1/15%; p>0.05; Co, C1/7%, C1/15% vs. C2/7%;
p<0.001; Co, C1/7%, C1/15% vs. C2/15%; p<0.001; C2/7% vs.
C2/15%; p<0.01.

acompanado de un incremento en el porcentaje de grasa
corporal. Esto podria deberse especificamente al desequi-
librio en la relacion n-6/n-3 a favor de los AGPI n-6 y sus
metabolitos; entre ellos, el acido araquidonico que actla
como potente agente adipogénico precursor de prostaci-
clinas, aumentando el riesgo de desarrollo excesivo de
tejido adiposo'’. Otros autores observaron un incremento
del tejido adiposo blanco inguinal y en el tamano de los adi-
pocitos ya en la primera generacién'®, en concordancia con
nuestros resultados que evidencian el impacto en la primera
generacion que se incrementa en la segunda generacion.

El desequilibrio en la relacion de los n-6/n-3 y la menor
presencia de los AGPI n-3 en el aceite de maiz podrian justifi-
car el incremento de peso y grasa corporales en los animales
con dieta experimental. Estos resultados son coincidentes
con los obtenidos por otros autores que observaron que un
aumento en la ingesta materna de AGPI n-3 conduciria a
una reduccion de la masa de tejido adiposo en ratas'® y
en ratones'’. Es sabido que la presencia de los AGPI n-6 en
cantidades adecuadas resulta beneficiosa sobre la actividad
4sea?® y en la formacion de cartilago de crecimiento?'.

En el presente estudio, el consumo de la dieta rica
en AGPI n-6 mostré una disminucion en el %$CMO, el cual
guard6 una relacion inversa con la grasa corporal, tanto
en las madres como en las crias de la segunda generacion.
La reduccion en el %CMO podria deberse al incremento

en la produccion de acido araquidédnico, el cual induciria
un aumento de prostaglandina E; en hueso y una disminu-
cién sérica del factor de crecimiento insulinico-1?223, con
la consecuente reduccion de la tasa de formacién dsea?”.
Contrariamente, las dietas ricas en AGPI n-3, promueven
la formacion o6sea al mantener en el hueso una adecuada
concentracién de acido araquidénico?3.

El incremento del contenido de lipidos de la dieta,
acompafnado por un aumento en la grasa corporal, no se
vio reflejado en modificaciones del CMO% de las madres y
en las crias de la primera generacion; en las madres, podria
deberse a la preservacion de la masa 6sea a expensas de una
menor velocidad de recambio dseo?’.

Estudios en animales de experimentacion han demos-
trado que la exposicion a dietas ricas en grasa durante el
embarazo y la lactancia predisponen a la cria a desarrollar
un fenotipo analogo al sindrome metabdlico, y a disfun-
cion endotelial y cardiovascular, entre otras patologias'®.
Alteraciones en la composicion corporal podrian indu-
cir al desarrollo de patologias?*?’, tales como accidente
cerebrovascular?®-3°, cancer®'-33, enfermedades inflamato-
rias y autoinmunes®*3, y enfermedades 6seas®®. Pequefios
cambios en los habitos alimentarios como el simple agre-
gado de acido a-linolénico permitiria la reduccion de la masa
grasa por supresion de la lipogénesis3’-38.

Conscientes de la importancia de los patrones culturales
en la calidad de vida del individuo y que es de destacar
que el aceite de maiz constituye un componente impor-
tante en la dieta de la poblacidn argentina®®, este estudio
demuestra la potencial necesidad de modificar ciertos habi-
tos alimentarios que eviten repetir patrones distorsionados
de generacion en generacion.
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