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RESUMEN 

La obesidad materna predispone al desarrollo de diversas de alteraciones metabólicas en la 

progenie, incluyendo una disfunción del tejido adiposo pardo (BAT). El BAT participa en el balance 

energético mediante su capacidad termogénica a través de la proteína desacoplante 1 (UCP1). Esta 

función es regulada por el sistema nervioso simpático (SNS). La descendencia de madres obesas 

presenta alteraciones en la función del SNS que podrían ser revertida con la administración de 

metformina durante la gestación. El objetivo de esta tesis fue evaluar la función y el control simpático 

del BAT en ratas descendientes de madres obesas y además tratadas con metformina durante la 

gestación y lactancia. 

Ratas Sprague Dawley fueron alimentadas con dietas control (CD) o alta en grasa (HF) durante la 

gestación y lactancia. Una semana antes del apareamiento la mitad de las ratas recibieron 

metformina (250 mg/kg), para luego analizar los niveles de noradrenalina (NA), la expresión génica 

de β-adrenoreceptores (β-ARs) y los factores termogénicos Pparγ, Prdm16, Pgc1α y Ucp1 en el BAT 

de la descendencia femenina adulta. 

El contenido de NA en el BAT aumentó en crías de madres obesas sin y con metformina. Se 

encontró que la metformina aumenta la expresión génica de β1AR en el grupo HF, mientras que en 

ratas controles aumenta la expresión génica de β3AR. Pparγ, Prdm16 y Pgc1α presentan un 

aumento de expresión en CD+met, mientras que los mismos genes presentan disminución en el 

grupo HF+met. Además, Pgc1α aumenta su expresión en HF. En cuanto a proteína, se encontró 

aumento de UCP1 solo en el grupo HF respecto a CD. En conclusión, la exposición a una dieta HF 

durante la preñez y lactancia afecta la actividad adrenérgica y la expresión génica de factores 

termogénicos en las crías, lo cual no puede revertirse con el tratamiento de metformina durante la 

preñez y lactancia. 
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EVALUATION OF TREATMENT PREVIOUS AND DURING PREGNANCY WITH METFORMIN ON 

OBESE MOTHER RATS AND ITS EFFECTS IN THERMOGENESIS THROUGH ADRENERGIC 

CONTROL IN ADULT FEMALE OFFSPRING 

Maternal obesity predisposes to various metabolic abnormalities in the progeny, including brown 

adipose tissue (BAT) dysfunction. BAT participates in the energy balance performing thermogenesis 

through the uncoupling protein 1 (UCP1). This function is regulated by the sympathetic nervous 

system (SNS). The offspring of obese mothers presents alterations in the SNS function that could be 

prevented with the administration of metformin during gestation. The aim of this thesis was to 

evaluate the function and the sympathetic control of BAT in offspring rats of obese mothers which 

receive metformin during gestation and lactation. 

Sprague Dawley rats were fed with control diet (CD) or high fat diet (HF) during gestation and 

lactation. One week prior to mating, half of the rats received metformin (250 mg / kg), then the levels 

of noradrenaline (NA), gene expression of β-adrenoreceptors (β-ARs) and thermogenic factors 

Pparγ, Prdm16, Pgc1α and Ucp1 were evaluated in BAT of adult female offspring 

NA content in BAT increased in offspring of obese mothers and metformin treated rats. Metformin 

increased the gene expression of β1AR in the HF group, whereas it increases the gene expression of 

β3AR in control rats. The expression of Pparγ, Prdm16 and Pgc1α factors increased in CD + met, 

while the same genes presented a decrease in the HF + met group. Additionally, Pgc1α increased its 

expression in HF. UCP1 protein was increased only in the HF group compared with CD. In 

conclusion, exposure to HF diet during pregnancy and lactation affects the adrenergic activity and 

gene expression of thermogenic factors in the offspring, which cannot be reversed with metformin 

treatment during pregnancy and lactation. 
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 Epidemiología de la obesidad 

La obesidad es un importante problema de salud pública a nivel mundial, no solo por los altos costes 

sociales y económicos que involucra, sino también, por su estrecha relación con enfermedades 

crónicas no transmisibles, por ejemplo, coronarias, hipertensión arterial, diabetes mellitus tipo 2 y 

dislipidemias, entre otras, contribuyendo también al desarrollo de algunos tipos de cáncer [1, 2] . 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) describe a la obesidad y el sobrepeso como una 

acumulación excesiva de grasa, la cual puede resultar perjudicial para la salud [3]. Desde 1980 a la 

fecha, la prevalencia de obesidad y enfermedades metabólicas relacionadas han ido en aumento, 

encontrándose que alrededor del 52% de la población mundial adulta presenta algún grado de 

exceso de peso, de los cuales el 39% corresponde a sobrepeso y un 13% a obesidad [3]. Según la 

Encuesta Nacional de Salud (ENS) del año 2010, Chile no es la excepción a esta realidad, 

evidenciándose un 67% de la población mayor de 15 años con algún grado de sobrepeso, 

presentándose una mayor prevalencia en mujeres [4]. Se estima que una 51% de las mujeres 

chilenas entre 15 y 44 años de edad presenta algún grado de exceso de peso, es decir, alrededor de 

la mitad de las mujeres en edad reproductiva fértil presenta sobrepeso u obesidad [5]. Esto se ve 

reflejado en un aumento de la prevalencia de obesidad gestacional en Chile de un 27,8% en el año 

2014 a un 29,93% en el año 2015 [6]. 

1.1.2 Obesidad gestacional y sus efectos transgeneracionales 

La obesidad pregestacional y el exceso de ganancia de peso gestacional (GPG) incrementan la 

probabilidad de manifestar complicaciones maternas, como lo son la diabetes mellitus gestacional 

(DMG), trastornos hipertensivos, eclampsia y complicaciones durante el trabajo de parto [7, 8], tales 
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como, prolongación del tiempo de éste, laceraciones perineales, atonía uterina, hemorragia anormal 

y cesárea [9, 10]. Asimismo, se puede presentar alteraciones en la lactancia, retención de peso 

posparto y subsecuente desarrollo de obesidad [11]. 

Sin embargo, el neonato igualmente puede presentar repercusiones de esta enfermedad, de las 

cuales las principales son: excesivo crecimiento fetal, mayor peso al nacer, malformaciones 

congénitas, prematuridad, riesgo de padecer hipoglicemia y mayor prevalencia de mortalidad [12-

15]. Además de las complicaciones perinatales asociadas a la obesidad, existe fuerte evidencia que 

vinculan al exceso de GPG y la DMG con el desarrollo a largo plazo de enfermedades crónicas no 

transmisibles en la descendencia, como diabetes mellitus tipo II, enfermedades cardiovasculares, 

dislipidemias, entre otras [16-18]. Si bien, estilos de vida poco saludables contribuyen al desarrollo 

de la obesidad, se ha evidenciado que un ambiente obesogénico gestacional y perinatal puede 

favorecer el padecimiento de esta enfermedad y sus comorbilidades [19, 20]. Este fenómeno puede 

ser explicado a través del concepto “programming” o programación, el cual se refiere al efecto de un 

estímulo en un período crítico o sensible del desarrollo, que resulta en un cambio permanente o de 

largo plazo en la estructura o función del organismo [21]. 

Estudiar este hecho, se hace aún más necesario, considerando las evidencias, tanto en humanos 

como en modelos murinos, que relacionan la influencia del ambiente tanto in utero como postnatal 

respecto al peso corporal y la homeostasis energética de la edad adulta. Más aún, estudios en 

animales demuestran claramente que la obesidad y el consumo de dietas ricas en grasas saturadas 

durante el embarazo o la lactancia aumentan el riesgo de obesidad y síndrome metabólico en la 

descendencia, independiente de su futura dieta [22]. 
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1.2 Órgano Adiposo: Estructura y fisiología. 

El órgano adiposo se compone de varios depósitos grasos, que en los pequeños mamíferos están 

representados principalmente por los depósitos dérmicos, subcutáneos (superior e inferior), 

mediastínico, mesentérico, perigonadal, perirrenal y retroperitoneal [23]. Éste tiene un rol esencial en 

la homeostasis energética de todo el organismo a través de su función metabólica, endocrina y 

termogénica [24]. 

El órgano adiposo se compone por dos tejidos: el tejido adiposo blanco (WAT: White adipose tissue) 

y el tejido adiposo pardo (BAT: Brown adipose tissue), los cuales están compuestos de adipocitos y 

células del estroma del tejido conectivo, no obstante, ambos poseen distintas características 

morfológicas y funcionales [25]. 

El WAT está formado por adipocitos blancos, los cuales contienen una gran gota lipídica unilocular 

(20-200 μm) la que comprime el núcleo hacia la membrana plasmática resultando en la casi 

desaparición del citoplasma y una escasa cantidad de mitocondrias [26]. Su principal función es el 

almacenamiento de ácidos grasos, conservando el exceso de calorías para su uso en situaciones de 

escasez energética [27]. Esta función está controlada por la leptina, la cual es una hormona que es 

secretada por este mismo tejido y ejerce su acción sobre centros hipotalámicos y otros objetivos 

periféricos [28, 29]. 

Por otro lado, el BAT contiene adipocitos pardos multiloculares con abundantes mitocondrias [30], 

las cuales tienen una alta capacidad oxidativa y expresan la proteína desacoplante 1 (UCP1) en su 

membrana interna. La UCP1 desacopla la cadena respiratoria de la fosforilación oxidativa 

(OXPHOS) para producir calor [31]. 
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Durante la respiración mitocondrial, se genera una gradiente de protones (∆µH+) en la membrana 

interna mitocondrial a partir de un flujo de electrones que se transfieren de un complejo a otro de la 

cadena transportadora de electrones debido a la oxidación de substratos. La energía proveniente de 

este ∆µH+ está generalmente acoplada a la síntesis de ATP. Sin embargo, como se muestra en la 

figura 1, UCP1 disminuye el ∆µH+ disipando la energía en forma de calor, proceso conocido como 

termogénesis [26]. En murinos, la termogénesis permite el control de la temperatura corporal y el 

control del peso mediante el gasto energético. Sin embargo, en los últimos años algunos autores han 

demostrado que los humanos adultos también presentan un BAT funcional [32, 33], con incidencia y 

actividad inversamente correlacionadas con la temperatura, la edad y el contenido de grasa corporal 

[34], lo que indica un posible papel de este tejido en la homeostasis energética del ser humano 

adulto [33, 35]. 

 

Figura 1. Esquema del desacoplamiento la síntesis de ATP durante la fosforilación oxidativa. En la cadena 

transportadora de electrones mitocondrial los complejos I y II reciben los electrones del NADH o FADH2. 

Estos electrones se transfieren de ambos complejos a la Coenzima Q que los cede al complejo III. Desde 

éste, los electrones son cedidos al citocromo c y al complejo IV, que a su vez cataliza la reducción del 

oxígeno molecular a agua y genera un gradiente de protones en la membrana interna. Las UCPs 

constituyen una vía alternativa de reentrada de protones en la matriz, permitiendo el desacoplamiento 

de la fosforilación oxidativa. Imagen extraída de Brownlee (2001)[36]. 
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1.2.1 Plasticidad del Órgano Adiposo 

El tejido adiposo es un órgano extremadamente plástico capaz de expandirse, reducirse o 

transformarse bajo ciertos estímulos, dentro de los más comunes se encuentran: estimulación del 

receptor β-adrenérgico 3 (β3AR), aclimatación a diferentes temperaturas, embarazo/lactancia, 

obesidad, ayuno y restricción calórica [37]. Últimamente, se ha descubierto que ciertos depósitos de 

WAT, mayoritariamente el subcutáneo inguinal [38], podrían adquirir un fenotipo BAT bajo estos 

mismos estímulos. A estos adipocitos pardos inducibles o reclutables se les conoce como brite 

(Brown in White) o beige [37], y poseen baja actividad termogénica y un pequeño número de 

mitocondrias en estado basal [39]. No obstante, bajo los estímulos anteriormente mencionados 

pueden ser activados y expresar UCP1 y otros genes relacionados con la termogénesis. 

Actualmente se reconocen dos tipos distintos de adipocitos pardos, los cuales derivan de linajes 

celulares distintos. Por un lado, el BAT surge de un linaje celular Myf5+, similar al músculo, mientras 

que los adipocitos beige, que emergen en depósitos de WAT bajo estímulos positivos, no provienen 

de un linaje Myf5+ [40]; sin embargo, ambos expresan UCP1, esencial para la termogénesis. Esta 

capacidad termogénica está determinada por el número de adipocitos (proliferación versus 

apoptosis), diferenciación del tejido, densidad de mitocondrias y cantidad de UCP1. Para esta labor, 

es necesaria la expresión de ciertos factores transcripcionales (figura 2), en donde el receptor 

activado por proliferadores de peroxisomas γ (PPARγ) es un importante mediador de la proliferación 

y diferenciación de los adipocitos pardos [41], el cual requiere de la acción conjunta de la proteína 16 

que contiene el dominio homólogo PRD1-BF1-RIZ1 (PRDM16) para el desarrollo de adipocitos que 

expresen UCP1. Estudios en ratones “knockdown” para el gen Prdm16 han mostrado una mayor 

producción de WAT y células miogénicas en estos ratones, con un descenso significativo del BAT 

[42].  
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Otro factor importante en el desarrollo de la capacidad termogénica en estas células es el co-

activador de PPAR (PGC-1α) que controla la biogénesis y respiración mitocondrial e induce la 

expresión de UCP1, resultando en un aumento de la termogénesis [43].  

 

 
 

Figura 2. Regulación transcripcional del desarrollo de adipocitos pardos y beige. (a) Los adipocitos pardos 

derivan de una población progenitora que expresa Myf5. Ppar-γ promueve la expresión de Prdm16, que 

conduce a la adipogénesis parda. La termogénesis en adipocitos pardos maduros es activada por 

noradrenalina (NA), un agonista β3, liberado de las neuronas simpáticas. NA envía señales a través de β-

adrenorreceptores para aumentar la expresión y la actividad de Pgc-1 α, un co-activador transcripcional 

que coordina la programación de genes termogénicos en respuesta a la activación. (b) En la grasa 

inguinal, la estimulación β-adrenérgica desencadena predominantemente la diferenciación de novo de las 

células precursoras. Bajo ciertos estímulos, los adipocitos blancos pueden transdiferenciarse en 

adipocitos beige. Adaptado de Matthew Harms & Patrick Seale (2013) [44]. 

 

1.3 Participación del Sistema nervioso simpático en la termogénesis 

Un regulador fundamental del órgano adiposo es el sistema nervioso simpático (SNS), el cual inerva 

tanto el WAT como el BAT [23, 45, 46]. Los neurotransmisores característicos del SNS son las 

catecolaminas, en donde noradrenalina (NA) posee un rol fundamental en este tejido [47]. La NA es 

un modulador fisiológico de la proliferación y apoptosis adipocitaria, diferenciación del tejido, 

densidad de mitocondrias y cantidad de UCP1 [48], es decir, puede inducir la termogénesis en BAT. 
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Este neurotransmisor interactúa con los receptores adrenérgicos de tipo α y β, los cuales están 

asociados con la activación de diferentes vías de señalización en el tejido graso [48]; sin embargo, 

es importante indicar que los adrenoreceptores β (βARs) son los más abundantes, siendo los 

subtipos β1 y β3 los más relevante en preadipocitos y adipocitos pardos maduros, respectivamente 

[49]; no obstante, ambos se pueden coexpresar en adipocitos pardos maduros [50]. Los βARs son 

miembros de la superfamilia de receptores acoplados a proteína G (GPCR), donde el β3AR 

interactúa con ambas proteínas Gs y Gi, mientras que β1AR se encuentra acoplado a proteína Gs 

[51].La obesidad, tanto en roedores como en humanos, está asociada con altos niveles de NA y/o a  

una disminución de la respuesta βARs a NA [52, 53]. Diversos estudios indican que la NA y 

agonistas β3ARs promueven la termogénesis y lipólisis, conduciendo a un mayor gasto energético y 

menor almacenamiento graso [54, 55]. Bachman y cols. (2002) establecieron que los ratones que 

carecen de βARs presentaron una reducida tasa metabólica y desarrollo de obesidad debido al 

descenso de la termogénesis inducida por la dieta [56]. Por lo tanto, esta evidencia indica el 

importante rol del SNS en el desarrollo de la obesidad.  

1.4 Metformina como posible tratamiento para prevenir el aumento de la prevalencia de la 

obesidad 

La metformina es un euglicemiante de uso oral, comúnmente prescrito para el tratamiento de la 

diabetes mellitus tipo II. Su principal efecto farmacológico está mediado por la disminución de la 

gluconeogénesis hepática, pero se ha demostrado que mejora la sensibilidad a la insulina, el perfil 

lipídico, la función endotelial, el control del peso corporal y reduce la inflamación [57, 58]. 

En Chile, la metformina se utiliza como alternativa segura y efectiva en comparación con insulina, 

pero solo en mujeres con diabetes gestacional en quienes la dieta no logra un control adecuado de 
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la glicemia o en aquellas que rechazan el tratamiento con insulina [59], debido a que es un fármaco 

de categoría B en teratogenicidad según la FDA [60]. 

Según los datos expuestos anteriormente, existe evidencia concreta que apoya la asociación entre la 

obesidad materna y la alta ingesta de energía con la obesidad y la disfunción metabólica en la 

descendencia. El período fetal y neonatal son críticos para el desarrollo del BAT, en donde un 

estímulo podría generar un impacto a largo plazo sobre la funcionalidad de éste [61, 62]. Min Du y 

cols. (2016) evidenciaron que una dieta alta en grasas durante la lactancia aumenta la adiposidad, 

disminuye la sensibilidad a la insulina y tolerancia a la glucosa, y disminuye la termogénesis en las 

crías a las 16 semanas de edad, además de presentar una menor sensibilidad a agonistas β3AR. No 

obstante, demostraron que la intervención temprana con metformina en las crías protege al BAT de 

esta alteración [63]. Así mismo, otros estudios demuestran que la exposición prenatal a la 

metformina cambió la respuesta de la descendencia a una dieta alta en grasa, mejorando la 

tolerancia a la glucosa y previniendo la acumulación de masa grasa, además de cambios en los 

genes implicados en la producción de ATP mitocondrial y en la diferenciación de adipocitos [64, 65].  

Considerando todas estas evidencias, este estudio sugiere que la obesidad materna puede alterar la 

actividad simpática del BAT generando una modificación en la capacidad termogénica de este tejido 

mediante la reprogramación fetal, sin embargo, esta alteración podría ser prevenida mediante el 

tratamiento con metformina durante la gestación y lactancia de estas madres obesas, postulando así 

la siguiente hipótesis:  
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2 HIPÓTESIS 

El tratamiento con metformina previo y durante la preñez y lactancia incrementa la capacidad 

termogénica del tejido adiposo pardo interescapular en la descendencia femenina adulta de ratas 

con obesidad inducida por dieta alta en grasas debido a aumento de la actividad del sistema 

nervioso simpático. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo General 

Evaluar los niveles de noradrenalina y de marcadores termogénicos en el tejido adiposo pardo de la 

descendencia adulta de madres obesas luego del tratamiento con metformina durante la gestación y 

lactancia, con el fin de evaluar la capacidad termogénica.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

1. Determinar los niveles de noradrenalina en tejido adiposo pardo interescapular (iBAT) mediante 

ELISA en la descendencia adulta de ratas madres controles y obesas tratadas con metformina 

durante la preñez y lactancia. 

2. Evaluar la expresión transcripcional de los adrenoreceptores β1 y β3 en el iBAT de la 

descendencia adulta de ratas madres controles y obesas tratadas con metformina durante la 

preñez y lactancia, mediante RT-PCR en tiempo real. 

3. Evaluar la expresión transcripcional de genes termogénicos Pparγ, Prdm16 y Pgc1α en el iBAT 

de la descendencia adulta de ratas madres controles y obesas tratadas con metformina durante 

la preñez y lactancia, mediante RT-PCR en tiempo real. 

4. Determinar la expresión proteica y transcripcional de UCP1 en iBAT en la descendencia adulta 

de ratas madres controles y obesas tratadas con metformina durante la preñez y lactancia, 

mediante Western blot y RT-PCR en tiempo real. 
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4 MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Muestras utilizadas 

Para este estudio se utilizó BAT extraído de la zona interescapular (iBAT) de ratas crías de madres 

obesas, debido a su tamaño, accesibilidad e importante inervación [23]. Estos tejidos se 

almacenaron a -80°C hasta su posterior utilización. Para cada grupo experimental se utilizaron los 

tejidos de 10 crías de diferentes madres.  

4.2 Animales y dieta 

Veinte ratas hembras de la cepa Sprague Dawley entre 150-200 g fueron alojadas en jaulas 

compartidas en la sala de mantención de animales del Instituto de Fisiología de la Facultad de 

Ciencias de la Universidad de Valparaíso en un ambiente con temperatura controlada (20-22°C), con 

ciclos de luz y oscuridad de 12 horas y se alimentaron con una dieta control (CD) con una densidad 

energética de 4 Kcal/g de alimento, la cual contiene 27% de las calorías totales en proteínas, 59,9% 

carbohidratos y 13,1% en lípidos (Rat diet #5012, Labdiet®, USA) o dieta alta en grasas (HF) con 

una densidad energética de 5 Kcal/g de alimento, la cual contiene 20% de las calorías totales en 

proteínas, 20% en carbohidratos y 60% en lípidos (High Fat Diet #12492, Researchdiets®, USA) y 

agua ad libitum. La composición de las respectivas dietas se encuentra en el anexo 9.1.  

4.3 Diseño Experimental 

Durante las 3 primeras semanas, las 20 ratas hembras fueron aclimatadas a las condiciones 

experimentales con dieta control y manipuladas con frecuencia antes del comienzo del experimento. 

Se registró diariamente el peso corporal, ingesta alimentaria (mediante la diferencia de peso del día 

anterior) y ciclicidad estral a través de frotis vaginal. Desde la tercera semana, las ratas fueron 

divididas aleatoriamente en dos grupos (n=10) según el alimento ingerido, dieta control (CD) o dieta 
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alta en grasas (HF); la dieta administrada se mantuvo hasta el período de destete correspondiente al 

día post-natal (PND) 21. Una semana antes del período de cruza, se reagruparon en 4 subgrupos 

(n=5): CD, CD+met, HF y HF+met; de los cuales 2, CD+met y HF+met, fueron tratadas 

adicionalmente con metformina. El tratamiento comprendió desde una semana antes del período de 

cruza y durante la preñez y lactancia hasta el PND 13 de las crías (período correspondiente al 

destete parcial de la cría). Luego de 4 semanas de CD o HF las ratas fueron cruzadas con machos 

reproductores de fertilidad probada alimentados con dieta control. La confirmación de la preñez se 

realizó mediante la observación de espermatozoides en el frotis vaginal u observación de ocho 

diestros consecutivos. Las crías (n=10), obtenidas de cada grupo, fueron sexadas al día PND 1 

mediante observación genital. Posterior al período de destete (PND 21), las crías fueron separadas 

de sus madres y se mantuvieron con una dieta control hasta el día de sacrificio. Se sacrificaron 

mediante decapitación cervical a los 60 días de edad (figura 3). Al momento de la eutanasia se 

recolectó la sangre troncal y el tejido a utilizar (iBAT y RpAT), los cuales se almacenaron a -80°C 

hasta el día de experimentación. Los procedimientos de eutanasia de los animales de 

experimentación fueron realizados por personal capacitado en bioética y manejo de animales de 

experimentación. Todos los procedimientos experimentales han sido aprobados por el Comité de 

Bioética de la Universidad de Valparaíso y el Comité de Bioética de la Comisión Nacional de 

Investigación, Ciencia y Tecnología (CONICYT) (anexo 9.4). 

4.4 Tratamiento con metformina 

Para los grupos de ratas madres CD+met y HF+met, la metformina se administró por vía oral. El 

tratamiento farmacológico comenzó una semana antes de iniciar el período de cruza y se mantuvo 

hasta el día PND 14 de las crías, para imitar la situación metabólica en la que el tratamiento con 

metformina se utiliza en seres humanos. La dosificación en ratas es usualmente de 50 a 500 mg / Kg 
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[63].  Se administró 250 mg/Kg peso/día de metformina clorhidrato (metformina clorhidrato en polvo. 

preparado magistral, Farmacias Ecovital) en un vehículo de jalea; debido a que, según estudios 

previos del laboratorio de alteraciones reproductiva y metabólicas, el uso de jaleas tiene una mejor 

aceptabilidad por estos animales. 

 

 

Figura 3. Esquema del modelo experimental de ratas madres e hijas. (a) Diseño de los 4 subgrupos 

experimentales de las madres (n=5): CD, CD+met, HF y HF+met, mostrando en la barra celeste la dieta 

(CD o HF) y en rojo el período adicional de tratamiento con metformina (CD+met o HF+met). (b) Diseño 

experimental de las crías de los diferentes grupos de madres. En la barra color celeste se muestra la dieta 

de las madres de estas ratas durante el período de lactancia y en rojo la etapa adicional de tratamiento 

con metformina de los subgrupos CD+met y HF+met. La dieta desde el destete hasta el PND 60 fue CD 

para todas las crías femeninas de los 4 subgrupos (barra color morada). Sin embargo, para mayor 

comprensión los grupos experimentales de las crías se nombran con la dieta de la madre.   
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4.5 Mediciones analíticas 

4.5.1 Extracción de proteínas totales a partir de homogenizado de tejido adiposo. 

Se utilizó tejido adiposo almacenado a -80°C para la obtención de proteínas. Las proteínas fueron 

aisladas a partir de 20-30 mg de tejido, el cual fue homogeneizado en vidrio-vidrio utilizando 10 

veces el volumen de buffer de lisis RIPA con respecto al peso de tejido. El buffer consta 

de 50 mM de Tris HCl pH 8, 150 mM de NaCl, 1% de NP-40, 0,1% de SDS, 2 mM de EDTA 

pH 7,4 y 1,5 mM de PMSF en presencia de inhibidor de proteasas (Promega®, USA).  

El homogenizado fue centrifugado a 17.000 g por 10 min y se recuperó el sobrenadante, 

almacenándose a -20 °C para su posterior cuantificación.  

4.5.2 Cuantificación de proteínas 

La cuantificación de la concentración de proteínas se realizó mediante el método de Bradford, 

utilizando el kit Bio-Rad® Protein Assay (Coomassie Brilliant Blue G-250) como colorante de unión a 

proteínas. Para esta determinación se diluyó el sobrenadante en una proporción de 1:100 con agua 

destilada y se realizó la medición en un espectrofotómetro a una absorbancia de 595 nm. Cabe 

destacar que en esta dilución el buffer RIPA no interfiere con la determinación de proteínas. 

Los resultados fueron obtenidos interpolando los valores de absorbancia en una curva de calibrado 

preparada a partir de albúmina de suero bovino (BSA, Santa Cruz Biotechnology®). 

4.5.3 Determinación de los niveles relativos de UCP1 por Western blot. 

Se realizó la separación de las proteínas presentes en la muestra mediante una electroforesis en gel 

de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones denaturantes (5% gel concentrador, 12% gel 

resolutivo), cargando 30 µg de proteínas, las cuales migraron en un campo eléctrico de 80 V por 15 
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min seguido de 100 V por 2 h. Luego, las proteínas fueron transferidas a una membrana de 

nitrocelulosa por 2 h a 350mA. Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas con leche al 5% 

en TBS-T (Tween-20 al 0,1 % en solución de tris tamponada TBS – 20mM Tris, NaCl 137 mM) 

durante 1 h, para luego ser incubadas con anticuerpos primarios por una hora a temperatura 

ambiente. Éstos fueron: anticuerpo primario (conejo anti-ratón) anti-Ucp1 (ab10983, abcam®, UK) y 

β-Tubulina (ab6046, abcam®, UK) a una dilución de 1:10.000 en TBS-T. Después las membranas 

fueron lavadas con TBS-T e incubadas con el anticuerpo secundario IgG anti-conejo conjugado con 

peroxidasa de rábano (HRP) desarrollado en burro (Jackson InmmunoResearch®, laboratories, INC. 

USA.) a una dilución de 1:10.000 en TBS-T. Para el revelado se utilizó el kit de quimioluminiscencia 

aumentada EZ-ECL® (Biological Industries) y para la detección el equipo EpiChemi3 Darkroom. Las 

fotos obtenidas fueron procesadas utilizando el software Image-J® (NIH).  

4.5.4 Determinación de noradrenalina por ELISA 

Se utilizó tejido adiposo almacenado a -80°C para la determinación de noradrenalina. Se 

homogeneizaron 20-30 mg de tejido adiposo en vidrio-vidrio utilizando 10 veces el volumen de buffer 

de extracción, el cual consta de 0,01 N HCl, 4 nM metabisulfito de sodio y 1mM de EDTA. Se utilizó 

el kit comercial de determinación de noradrenalina mediante ELISA de acuerdo a las instrucciones 

del fabricante (ImmuSmol®, France). 

4.5.5 Determinación de la expresión de ARNm para los genes de interés en tejido graso por 

PCR en tiempo real. 

- Extracción de ARN: Se utilizó 15-20 mg de tejido adiposo de las ratas hijas almacenado a -80°C 

para la purificación de ARN total. El tejido fue homogeneizado mediante vidrio-plástico con 500 µL 

de reactivo TRizol® (Molecular Research Center®, Inc; USA) bajo campana de extracción. Luego se 
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agregaron 100 µL de cloroformo para producir una separación de fases (acuosa/oleosa) agitando 

vigorosamente por 15 s e incubándolos a temperatura ambiente por 2-3 min, posteriormente se 

centrifugó a 12.000 g por 15 min a 4°C. Se removió la fase acuosa, que contiene el ARN, a un nuevo 

tubo para precipitar el ARN con 250 µL de Isopropanol 100% por 10 min a temperatura ambiente y 

centrifugar a 12.000 g por 10 min a 4°C. Luego se descartó el sobrenadante y se lavó el ARN con 

500 µL de etanol 75% y se centrifugó a 7.500 g por 5 min a 4°C para después secar el pellet por 10 

min. Se adicionó 30 µL de agua libre de ARNasa para resuspender el ARN y se cuantificó en el 

espectrofotómetro de microplaca Epoch (Biotek instrument® Inc; USA).   

- Síntesis de ADNc: 1,4 µg del ARN extraído del iBAT fue transformado a ADNc, mediante la 

técnica de reacción en cadena de la polimerasa a acoplada a transcriptasa reversa (RT-PCR) en 

tiempo real. Para la síntesis de ADNc se utilizó una solución mix que consta de: enzima SuperScript 

II (Invitrogen®,USA), random primers (Invitrogen®, Usa), inhibidor de RNAsa (Invitrogen®,USA) y 

dNTP’s (Omega Bio-Tek®,Inc; Georgia), DTT y Agua libre de RNAasa. Posteriormente los ADNc se 

amplificaron mediante la PCR en tiempo real en presencia de partidores específicos para cada uno 

de los genes de interés (Tabla 1). Los productos amplificados fueron detectados con SyberGreen y 

se determinó la especificidad de cada producto con un análisis de la “curva de melting” para cada 

muestra, debido a que cada gen presenta una temperatura única de desapareamiento (meltingpoint).  

Las muestras fueron analizadas por duplicado y el volumen de reacción fue de 10 µL (2 µL de 

muestra + 0,5 µL de primer Fw 10 µM + 0,5 µL de primer Rv 10 µM + 5 µL 2X SYBR Green + 2 µL 

agua libre de ARNasa). Se realizó un protocolo de amplificación de 45 ciclos (Tabla 2). 

Los datos fueron analizados acorde al método 2 -∆∆Ct [66] utilizando Gapdh como gen constitutivo. 
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Tabla 1. Partidores específicos para los genes de interés (Integrated DNA 

Technologies®, Inc, USA) 

Gen Primer Secuencia 5’ – 3’ Longitud del amplicón 

Ucp1 Forward 
Reverse 

GCCGGGTTTTGCACCACACT 
CCAGGACCCGAGTCGCAGAA 

180 pares de bases 

β3 AR Forward 
Reverse 

TAGCAAGGAGCCTGACTTCTG 
TTGGTTCTGGAGAGTTGCGG 

137 pares de bases 

β1 AR Forward 
Reverse 

TCGTAGTGGGCAACGTGTTGGTGAT 
GTCTACCGAAGTCCAGAGCTACAGAA 

132 pares de bases 

Pparγ Forward 
Reverse 

CACAATGCCATCAGGTTTGG 
GCTGGTCGATATCACTGGAGATC 

82 pares de bases 

Prdm16 Forward 
Reverse 

AGCACGGTGAAGCCATTC 
GCGTGCATCCGCTTGTG 

86 pares de bases 

Pgc1α Forward 
Reverse 

GCGCCAGCCAACACTCA 
TGGGTGTGGTTTGCATGGT 

74 pares de bases 

Gapdh Forward 
Reverse 

GATGCCCCCCATGTTTGTGAT 
GGTCATGAGCCCTTCCACAAT 

151 pares de bases 

 

Tabla 2: Fases del ciclo de amplificación para cada gen de interés. 

Gen Desnaturalización Alineación Elongación 

Ucp1 95°C x 20 s 63°C x 20 s 72°C x 30 s 

β3 AR 95°C x 20 s 60°C x 20 s 72°C x 20 s 

β1AR 95°C x 20 s 62°C x 20 s 72°C x 20 s 

Pparγ 95°C x 20 s 59°C x 20 s 72°C x 30 s 

Prdm16 95°C x 20 s 59°C x 20 s 72°C x 30 s 

Pgc1α 95°C x 20 s 64°C x 20 s 72°C x 30 s 

Gapdh 95°C x 20 s 60°C x 20 s 72°C x 30 s 
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4.6 Análisis estadístico 

Durante esta investigación, se analizaron los datos mediante el software GraphPad Prism®, versión 

6.01. 

Los resultados obtenidos se expresaron en términos del promedio ± error estándar de la media 

(E.E.M). 

A través del test D’Agostino – Pearson se determinó la distribución de las variables, la que resultó 

ser normal en todos los casos. Para determinar diferencias entre las medias en los distintos grupos 

se realizó el test t de Student entre los distintos grupos a comparar. Para indicar diferencias 

estadísticamente significativas se utilizó un valor de p<0,05 entre los grupos experimentales 

utilizándose los siguientes símbolos en el documento (* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001;         

**** = p<0,0001).  
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5 RESULTADOS 

Para una mayor claridad en la presentación de los resultados, éstos se organizan según los 

objetivos específicos de la tesis. 

5.1 Objetivo 1.- Determinar los niveles de noradrenalina en iBAT mediante ELISA en la 

descendencia adulta de ratas madres controles y obesas tratadas con metformina durante la preñez 

y lactancia. 

5.1.1 Concentración de noradrenalina en el tejido adiposo 

La regulación del tejido adiposo, posee un importante componente dado por el SNS, por lo tanto, 

observar cambios en la actividad del SNS que inerva este tejido es importante para determinar si el 

tratamiento con metformina en las progenitoras tiene efectos beneficiosos a largo plazo en las crías 

de madres obesas. 

Como se observa en la figura 4, la crías cuyas madres se alimentaron con dieta HF presentan una 

disminución significativa de la concentración de NA del iBAT con respecto a las crías cuyas madres 

se alimentaron con dieta CD. Este efecto producido por la dieta HF en las madres puede ser 

revertido con el tratamiento de metformina en la progenitora, donde se logra ver un aumento en la 

concentración de NA contenida en las vesículas de los terminales nerviosos simpáticos del IBAT.  

Para determinar si estos cambios en las concentraciones de NA fueron estadísticamente 

significativos se evaluó la cantidad en µg del neurotransmisor en la totalidad del iBAT. Como se 

aprecia en la figura 5 (a) no existen cambios significativos en la cantidad de NA entre los diferentes 

grupos experimentales. En concordancia con la figura anterior, en la figura 5 (b) se grafican los 

pesos del iBAT en mg, en donde se aprecia un aumento en peso del tejido del grupo HF versus al 

control. 
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Figura 4. Concentración de NA en el tejido adiposo pardo interescapular (iBAT). En el gráfico se observan 

la concentración de NA con respecto al peso del iBAT. La barra representa el promedio ± E.E.M. Los 

diferentes grupos experimentales están representados con colores, siendo la barra de color verde el 

grupo CD (n=10), en amarillo el grupo CD+met (n=9), rojo HF (n=8) y en azul HF+met (n=10). La 

significancia se obtuvo con un t-test de Student de una cola; p < 0,05 = *  
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Figura 5. Cantidad de NA en el tejido adiposo pardo interescapular (iBAT). (a) En el gráfico se observa la 
cantidad total de NA en el iBAT. Los diferentes grupos experimentales están representados con colores, 
siendo la barra de color verde el grupo CD (n=10), en amarillo el grupo CD+met (n=9), rojo HF (n=9) y en 
azul HF+met (n=10). (b) Peso del iBAT.  Los diferentes grupos experimentales están representados con 
colores, siendo la barra de color verde el grupo CD (n=10), en amarillo el grupo CD+met (n=10), rojo HF 
(n=9) y en azul HF+met (n=10). Los datos se grafican como el promedio ± E.E.M.  La significancia se 
obtuvo con un t-test de Student de una cola; p < 0,05 = * 
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5.2 Objetivo 2.- Evaluar la expresión transcripcional de los adrenoreceptores β1 y β3 en el iBAT de la 

descendencia adulta de ratas madres controles y obesas tratadas con metformina durante la preñez 

y lactancia, mediante RT-PCR en tiempo real. 

5.2.1 Expresión transcripcional de βARs en tejido de adiposo pardo  

La inervación simpática juega un importante rol en la capacidad termogénica del BAT, ésto se 

evidencia por la alta densidad de adrenoreceptores β1 y β3 en preadipocitos y adipocitos maduros, 

respectivamente.  

La expresión transcripcional de los βARs fue analizada mediante RT-PCR en tiempo real. La figura 6 

muestra los niveles relativos de ARNm de los βAR al PND 60 en las crías de los distintos grupos de 

madres. En la figura 6 (a) se observan los niveles relativos para β1AR, en donde se aprecia un 

aumento de la expresión en el grupo de crías HF+met con respecto al grupo CD y CD+met, además 

se logra apreciar una tendencia al alza con respecto al grupo HF. Sin embargo, para los resultados 

de la expresión génica de β3AR, figura 6 (b), se observa un perfil totalmente opuesto, en donde se 

distingue una disminución de los niveles de ARNm β3AR para el grupo de crías HF+met con 

respecto al grupo CD y CD+met. 
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Figura 6. Expresión transcripcional de los βARs en el tejido de grasa parda interescapular (iBAT). Los 

gráficos muestran los niveles relativos de ARNm de los βARs mediante RT-PCR en tiempo real. La barra 

representa el promedio ± E.E.M. (a) Muestra los niveles de ARNm para el β1AR. Los diferentes grupos 

experimentales están representados con colores, siendo la barra de color verde el grupo CD (n=10), en 

amarillo el grupo CD+met (n=10), rojo HF (n=9) y en azul HF+met (n=9). El número en rojo sobre la barra 

HF+met indica el valor de p respecto a HF.  La significancia se obtuvo con un t-test de Student de una 

cola; p < 0,05 = *; p < 0,001 = ***. (b) Muestra los niveles de ARNm para elβ3AR. Los diferentes grupos 

experimentales están representados con colores, siendo la barra de color verde el grupo CD (n=9), en 

amarillo el grupo CD+met (n=10), rojo HF (n=10) y en azul HF+met (n=9). La significancia se obtuvo con 

un t-test de Student de una cola; p < 0,05 = * 
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5.3 Objetivo 3.- Evaluar la expresión transcripcional de genes termogénicos Pparγ, Prdm16 y Pgc1α 

en el iBAT de la descendencia adulta de ratas madres controles y obesas tratadas con metformina 

durante la preñez y lactancia, mediante RT-PCR en tiempo real. 

5.3.1 Expresión de Pparγ, Prdm16 y Pgc1α en el tejido de adiposo pardo 

La capacidad termogénica está determinada por el número de adipocitos (proliferación versus 

apoptosis), diferenciación del tejido, densidad de mitocondrias y cantidad de UCP1. Para evaluar la 

diferenciación (preadipocitos a adipocitos) se determinaron los niveles relativos de ARNm para los 

genes Pparγ y Prdm16. En la figura 7(a) se aprecia un aumento de la expresión de estos factores en 

el grupo de crías CD+met con respecto al CD y HF+met. En la figura 7(b) se observa el mismo 

patrón, pero adicionalmente, una disminución acentuada para el grupo HF+met con respecto al 

grupo CD+met y HF. No obstante, la tendencia entre ambos factores es similar entre los grupos. 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Expresión transcripcional de Pparγ y Prdm16 en el tejido de grasa parda interescapular(iBAT). (a) 

Muestra los niveles relativos de ARNm para Pparγ. La barra representa el promedio ± E.E.M. Los 

diferentes grupos experimentales están representados con colores, siendo la barra de color verde el 

grupo CD (n=9), en amarillo el grupo CD+met (n=10), rojo HF (n=10) y en azul HF+met (n=9). La 

significancia se obtuvo con un t-test de Student de una cola; p < 0,05 = *. (b) Muestra los niveles relativos 

de ARNm para Prdm16. La barra representa el promedio ± E.E.M. Los diferentes grupos experimentales 

están representados con colores, siendo la barra de color verde el grupo CD (n=10), en amarillo el grupo 

CD+met (n=10), rojo HF (n=10) y en azul HF+met (n=9). La significancia se obtuvo con un t-test de 

Student de una cola; p < 0,05 = *; p < 0,01 = ** 
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La termogénesis ocurre principalmente en la mitocondria del BAT, en donde PCG-1 cumple un rol 

fundamental en la biogénesis mitocondrial y aumento de la expresión de UCP1. La figura 8 muestra 

los niveles relativos de Pgc1α, en donde se aprecia un aumento de la expresión génica en los 

grupos de crías de madres obesas con respecto al de las crías con dieta control. Además, se puede 

observar un aumento en el grupo de crías CD+met versus al CD. 
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Figura 8. Expresión transcripcional de Pgc1α en el tejido de grasa parda interescapular(iBAT). El gráfico 

muestra los niveles relativos de ARNm de Pgc1α mediante RT-PCR en tiempo real. La barra representa el 

promedio ± E.E.M. Los diferentes grupos experimentales están representados con colores, siendo la 

barra de color verde el grupo CD (n=9), en amarillo el grupo CD+met (n=10), rojo HF (n=10) y en azul 

HF+met (n=10). La significancia se obtuvo con un t-test de Student de una cola; p < 0,05 = *. 
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5.4 Objetivo 4.- Determinar la expresión proteica y transcripcional de UCP1 en iBAT en la 

descendencia adulta de ratas madres controles y obesas tratadas con metformina durante la preñez 

y lactancia, mediante Western blot y RT-PCR en tiempo real. 

5.4.1 Expresión de Ucp1 en el tejido de adiposo pardo 

La propiedad termogénica en adipocitos pardos se produce (i) por una mayor densidad mitocondrial 

y (ii) por la expresión específica de la proteína termogénica UCP1.  

La figura 9 muestra los niveles de ARNm del gen que codifica para Ucp1. Se observa una 

disminución de la expresión génica de las crías de madres obesas versus a las crías de madres 

controles. Esta disminución también se logra ver en el grupo de las crías de madres obesas tratadas 

con metformina versus a las crías de madres controles. 
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Figura 9. Expresión transcripcional de Ucp1 en el tejido de grasa parda interescapular(iBAT). El gráfico 

muestra los niveles relativos de ARNm del Ucp1 mediante PCR en tiempo real. La barra representa el 

promedio ± E.E.M. Los diferentes grupos experimentales están representados con colores, siendo la 

barra de color verde el grupo CD (n=9), en amarillo el grupo CD+met (n=10), rojo HF (n=10) y en azul 

HF+met (n=9). La significancia se obtuvo con un t-test de Student de una cola; p < 0,05 = *  
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Sin embargo, termogénesis en el BAT está estrechamente correlacionada con la cantidad de la 

proteína UCP1. Se consideró la cuantificación de UCP1 en lugar de su mRNA como un indicador 

más adecuado de la capacidad termogénica [67]. La figura 10 muestra los niveles relativos de la 

proteína UCP1, en donde se evidencia una disminución en las descendientes de madres obesas 

versus las descendientes de madres con dieta control.  
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Figura 10. Expresión de UCP1 en el tejido de grasa parda interescapular(iBAT). (a) En el gráfico se observa 

los niveles relativos de Ucp1 en iBAT de ratas adultas descendientes de madres de distintos grupos 

experimentales en comparación con ratas descendientes de madres control.  Los datos representados 

en el gráfico muestran el promedio ± E.E.M. Los diferentes grupos experimentales están representados 

con colores, siendo la barra de color verde el grupo CD (n=9), en amarillo el grupo CD+met (n=8), rojo HF 

(n=10) y en azul HF+met (n=8). El valor de p sobre la barra HF indica su comparación con el control La 

significancia se obtuvo con un t-test de Student de una cola; p < 0,05 = *. (b) Imagen representativa de 

los Western-Blots obtenidos para cada grupo experimental (CD, CD+met, HF, HF+met). Las bandas a 32 

KDa representan a UCP1 y a 55 KDa β-TUBULINA. 
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6 DISCUSIÓN 

Se ha descrito que un microambiente intrauterino obesogénico y/o diabetogénico predispone a fetos 

y recién nacidos a macrosomía, hipoglucemia y otras complicaciones perinatales [12-15]. Además, 

es importante destacar que este microambiente intrauterino alterado aumenta el riesgo de trastornos 

metabólicos posteriores en la descendencia [16-18]. En modelos experimentales, las alteraciones en 

la nutrición materna conducen a una modificación de la adipogénesis en la descendencia, incluyendo 

la promoción de un mayor número de células precursoras de adipocitos y un aumento en la 

expresión de los genes implicados en la adipogénesis blanca y parda [68]. Por lo tanto, es 

importante que en embarazos que cursan con diabetes gestacional se normalice el metabolismo 

materno con medidas terapéuticas como dieta, administración de insulina o, como algunos estudios 

sugieren, con metformina [69, 70]. 

En este trabajo se investigó si la administración de metformina en las madres, desde el período 

pregestacional hasta la lactancia, logra evitar las alteraciones deletéreas provocadas por la obesidad 

gestacional sobre la función termogénica de la descendencia femenina adulta. Para esto se utilizó un 

modelo animal de obesidad gestacional bien caracterizado por el Laboratorio de Alteraciones 

Reproductivas y Metabólicas (LARM) de la Universidad de Valparaíso [71].  

En primer lugar, se evaluó el peso corporal de la descendencia para determinar si en este modelo 

experimental se logra evidenciar un impacto directo del ambiente materno sobre el fenotipo de la 

descendencia. En el anexo 9.2, es posible apreciar que las crías de madres alimentadas con dieta 

HF presentan un mayor peso corporal que la descendencia de madres control desde el nacimiento 

hasta el período de adultez (PND 57), concordando con resultados anteriores del LARM [72]. En 

este sentido, se ha demostrado que existe un incremento en la expresión de transportadores de 
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glucosa y aminoácidos en la placenta de madres sometidas a una dieta alta en grasa, lo que 

conduciría a un mayor traspaso de nutrientes desde la madre hacia el feto y alteraciones 

metabólicas en él [73]. Más aún, estudios en ratonas madres alimentadas con dieta HF durante el 

período de lactancia evidencian un aumento del contenido graso de la leche materna (triglicéridos en 

la leche: CD vs HF; 364± 37,3 vs 528± 67,1 mg/mL; p<0.05) [63]. Adicionalmente, otros estudios del 

LARM evidenciaron un aumento de la concentración de leptina sérica en las descendientes adultas 

de madres con dieta HF [74], lo que refleja una mayor adiposidad en estas crías concordando con el 

aumento del peso del RpAT, el cual se utiliza como índice del porcentaje de grasa corporal (anexo 

9.3) [75].  Si bien, existe una correlación de la dieta HF de las madres con el aumento de peso en la 

descendencia adulta, éste no está vinculado con una mayor ingesta de alimentos [64, 72], esto 

sugiere un menor gasto energético, el cual podría estar relacionado con una  menor capacidad 

termogénica.  

En la descendencia de madres tratadas con metformina, inesperadamente se observa una diferencia 

entre los pesos de los grupos con metformina dependiente de la dieta materna, en donde, las crías 

de madres CD+met tienen un menor peso al nacer; sin embargo, aumentan de peso en comparación 

al grupo de crías de madres con CD a medida que avanzan en edad hasta la adultez. Por el 

contrario, las descendientes de madres HF+met siempre mantienen un peso significativamente 

mayor que las crías de madres CD, e incluso son más pesadas al nacer que las crías de madres 

obesas sin administración de metformina. Se ha demostrado en ratones que la metformina presenta 

una buena penetración a través de la placenta, encontrándose una concentración de 174 ± 114 

nmol/L en las madres y 130 ± 21 nmol/L en el feto 24-29 horas después de la última administración 

en las madres [64]. La exposición a metformina induce un estado similar al ayuno (restricción 
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calórica) debido que disminuye la síntesis de ATP aumentando la relación AMP/ATP y conduciendo 

a la activación de AMPK y LKB1 [76, 77]. Por tanto, es probable que la administración de metformina 

a madres gestantes en el modelo experimental planteado altere el metabolismo energético de la cría 

en desarrollo, de forma similar a la desnutrición prenatal. 

La función termogénica del BAT está estrechamente regulada por la actividad del SNS y la 

señalización celular β-adrenérgica [46, 47, 53]. Se ha demostrado que tanto la NA, agonistas βARs y 

agonistas específicos β3AR estimulan la termogénesis y la lipólisis, generando un mayor gasto 

energético y una menor adiposidad [78, 79]. Para determinar la actividad del SNS sobre este tejido, 

se determinó la concentración de NA en los terminales nerviosos del iBAT. En la figura 4 se observa 

una disminución en la concentración de NA en las ratas descendientes de madres obesas, lo cual 

sugiere una menor actividad simpática en este tejido. Sin embargo, se evidenció un aumento del 

peso del iBAT en las crías de madres obesas respecto de ratas controles (figura 5b) lo cual podría 

estar subestimando la concentración de NA en el BAT de estas crías. No obstante, es necesario en 

un futuro realizar un estudio histológico del iBAT, en donde se determine la población de adipocitos 

presentes en el tejido (porcentaje de adipocitos blancos, beige y pardos), el tamaño de los 

adipocitos, y sus características histológicas para determinar si el aumento de peso del iBAT 

corresponde a un aumento del número de adipocitos o de su contenido lipídico. Independiente de 

esta limitación, al calcular la cantidad total de NA en el iBAT se aprecia una tendencia al aumento de 

NA en el grupo HF. En este sentido, sería interesante evaluar el recambio de NA en el iBAT, a través 

de la medición de sus metabolitos extracelulares normetanefrina, MHPG, DHPG y/o VMA, para 

evaluar la liberación de NA desde el tejido. 
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Se ha demostrado que la administración de leptina resulta en un aumento del recambio de NA en el 

iBAT induciendo la termogénesis [80]. La leptina activa neuronas del área retroquiasmática y el 

núcleo arqueado lateral, las cuales inervan neuronas preganglionares simpáticas en la médula 

espinal torácica, las que derivan sus proyecciones al tejido adiposo [81]. Por lo tanto, este aumento 

de NA en el iBAT (figura 4 y 5a) podría ser debido a un efecto indirecto del aumento de la leptina 

como ya se evidenció en otros estudios del LARM [74]. 

De acuerdo a su nivel de diferenciación, el iBAT expresa diferentes niveles de β1 y β3-ARs, los 

cuales presentan diferentes funciones de acuerdo a su interacción con NA [50]. La NA estimula la 

lipólisis (vía β3AR) y la termogénesis (vía β1 y β3-ARs) [48, 54, 55]. Se ha observado que CGP-

20712A, un antagonista específico para β1-AR, en cultivos celulares de adipocitos pardos, disminuye 

la expresión génica de Ucp1 con un mínimo efecto en la lipólisis [82]; sin embargo, el uso de un 

agonista β3-AR (CL-316,243) muestra un incremento en la lipólisis y en los niveles de ARNm para 

Ucp1 [49, 54, 82]. Los resultados obtenidos en este estudio evidencian un perfil inverso en la 

expresión génica de los β1 y β3-ARs en los distintos grupos experimentales, en donde se ve una 

disminución en el β3AR en el grupo HF+met con respecto al CD y CD+met (figura 6b), mientras que 

para β1AR (figura 6a) se ve un aumento en los mismos grupos. El evidente aumento de peso en los 

grupos HF y HF+met (anexo 9.2), sugiere que existe una disminución de la lipólisis originado por la 

disminución en la expresión de los β3-ARs, lo que pudiese estar afectando la función metabólica y 

termogénica de estas crías. A su vez, el aumento discreto del peso en las crías CD+met sugiere que 

la señalización β3-adrenérgica estaría estimulando mayormente la lipólisis que la termogénesis, 

como se ha evidenciado en otros trabajos [51].  



38 
 

Sin embargo, la capacidad termogénica del BAT es un proceso aún más complejo, en donde, si bien 

la participación de la NA es esencial, existen ciertas condiciones como el estrés por frío (4°C) y la 

exposición a una dieta alta en grasas ("termogénesis inducida por la dieta"), en donde la 

termogénesis del BAT se ve aumentada por medio del “reclutamiento del BAT” [48]. El reclutamiento 

del BAT es el resultado combinado de la proliferación y diferenciación, mitocondriogénesis, y el 

aumento de la proteína UCP1[48]. Como se mencionó previamente, si bien el BAT deriva de un 

linaje celular bipotencial Myf5+ al igual que el músculo esquelético, la expresión de PRDM16 es 

esencial para la diferenciación a adipocitos[42]. Seale y cols. (2008), demostraron que el aumento de 

la expresión de PRDM16 aumenta los niveles de ARNm para genes adipogénicos (Pparγ y Fabp4) y 

termogénicos (Ucp1 y Pgc1α) específicos, mientras que decrece los niveles de genes miogénicos 

(Myod y Myg) [42]. La acción adipogénica de PRDM16 es dependiente de su interacción con PPARγ 

tanto en cultivos celulares como in vivo [83]. PPARγ es el regulador clave de la diferenciación 

adipogénica, siendo absolutamente necesario para inducir la adipogénesis. La figura 7 muestra los 

niveles relativos de la expresión de ARNm de Prdm16 y Pparγ, donde se aprecia (para ambos 

factores) un aumento en el grupo CD+met con respecto al control y al HF+met. El incremento en la 

expresión de estos factores conduce a pensar en un proceso adipogénico activo para este grupo, es 

decir, mayor diferenciación de preadipocitos a adipocitos pardos. Este resultado concuerda con la 

tendencia al aumento de expresión del β1AR en el grupo HF+met comparado con el grupo HF (figura 

6a), el cual se expresa mayoritariamente en preadipocitos. A su vez, sugiere que existe una mayor 

cantidad de adipocitos pardos maduros en las crías CD+met (aumento β3ARs y disminución de 

β1ARs).   
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El reclutamiento del BAT no solo requiere una mayor proliferación y diferenciación de adipocitos 

pardos, sino que además un mayor número de mitocondrias. PGC-1α aumenta la expresión 

transcripcional de genes relacionados con la mitocondriogénesis, aumenta la actividad 

transcripcional de Pparγ y además promueve la expresión de UCP1 [84]. En los resultados obtenidos 

para la expresión de Pgc1α se observa un aumento de su expresión en el grupo HF y en el CD+met 

comparados al grupo CD. Este resultado coincide con que la expresión de Pgc1α es inducida por el 

aumento de la actividad simpática a través de exposición al frío (4°C), inducción por dieta o con el 

uso de agonistas βAR (isoproterenol) [84]. Alternativamente, el incremento de la expresión de Pgc1α 

en grupo de crías de madres obesas puede estar relacionado con un aumento de los niveles de 

leptina [85]. 

Finalmente, la termogénesis inducida por NA en BAT es absolutamente dependiente de UCP1 [86], 

por lo tanto, en este estudio se evaluó la expresión de UCP1. Sorpresivamente se encontró una 

menor expresión del gen de Ucp1 (figura 9) para los grupos de crías de madres alimentadas con HF 

(con o sin tratamiento con metformina) versus al CD; por el contrario, se evidenció un aumento en la 

cantidad de proteína UCP1 (figura 10) en el grupo de crías de madres obesas comparado al control, 

es decir, la tendencia entre el ARNm y la proteína es inversa. Si bien, existe una  buena correlación 

entre los niveles de ARNm de Ucp1 y los niveles de proteína UCP1 [87] , éste no es el caso durante 

las fases de transición alimenticia. Por ejemplo, el ayuno produce una disminución aguda [88] en los 

niveles de ARNm Ucp1 (vida media variable según estímulo, entre 3-36 h [89]), a diferencia de los 

niveles proteicos (vida media de 3-5 días[67]). Estos hallazgos sugieren que, en este estudio, los 

niveles de ARNm disminuyen producto de que las ratas fueron eutanasiadas luego de 6-8 h de 

ayuno. En consecuencia, se consideraron solo los niveles proteicos para posteriores conclusiones.  
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El aumento de la expresión proteica de UCP1 en las descendientes adultas de madres obesas era 

esperable, debido a que se ha visto una elevación de la expresión UCP1 en el BAT en un ambiente 

de sobrenutrición postnatal en pequeñas camadas de ratas [62]. Si bien, las crías de madres obesas 

nacieron con más peso (anexo 9.2. figura b), en la adultez este aumento no fue tan drástico (anexo 

9.2. figura f), lo cual podría implicar que el aumento del gasto energético mediante la termogénesis 

sería un mecanismo de defensa fisiológico ante la obesidad en estas crías, las cuales mantuvieron 

una dieta control durante todo el experimento luego del destete.  

Una posible explicación para este fenómeno es el aumento de leptina en estas crías [74]. La 

capacidad termogénica aguda de la leptina está localizada en el BAT, resultando en un aumento de 

la actividad nerviosa simpática y del recambio de NA [80] y un aumento de la expresión génica de 

UCP1 y PGC-1α [85]. Estos efectos mediados por la leptina sobre la expresión de UCP1 en el BAT 

son dependientes de la inervación simpática del tejido [90] y pueden llevarse a cabo equitativamente 

mediante la activación de  β1 / β3-ARs [91]. Por otra parte, la hormona insulina ejerce una acción 

directa sobre el BAT, donde ratones deficientes del receptor de insulina presentan un incremento en 

la masa del iBAT debido al aumento del almacenamiento de triglicéridos con una disfunción 

significativa de la capacidad termogénica traducida en intolerancia al frío[92]; además inhibe la 

expresión génica y acoplamiento a adenilato ciclasa del β3AR en adipocitos pardos[93], es decir, la 

insulina disminuye la capacidad de respuesta del BAT a las catecolaminas, lo cual podría alterar el 

control noradrenérgico de UCP1 y por tanto limitar la disipación de energía mediante la 

termogénesis. Es interesante notar que las ratas hijas de madres obesas también presentan un 

aumento de la insulinemia [72].  
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Finalmente, la exposición a metformina afecta la actividad adrenérgica y la expresión génica de 

factores termogénicos, sin lograr influir en la capacidad termogénica como tal, pero estos cambios 

parecieran estar afectados directamente por la dieta materna, sugiriendo así que este fármaco no 

mejoraría los efectos deletéreos de la dieta HF, más bien produciría un efecto sinérgico entre ambos. 

En consecuencia, es evidente que el estado metabólico materno durante la gestación y lactancia 

tiene un papel crucial en la determinación de cómo la exposición a la metformina prenatal se traduce 

en el fenotipo de la descendencia. 
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7 CONCLUSIÓN 

Podemos señalar como resumen que: 

1. La obesidad gestacional inducida por una dieta alta en grasa en ratas tiende a incrementar los 

niveles de NA en la descendencia femenina adulta. Por otra parte, el tratamiento con metformina 

durante la gestación y lactancia también produce un aumento de los niveles de NA en la 

descendencia femenina adulta independiente de la dieta materna. 

2. La obesidad gestacional inducida por una dieta alta en grasa en ratas no modifica la expresión 

génica de los adrenoreceptores en las ratas hembras descendientes adultas. Sin embargo, la 

administración de metformina durante la gestación y lactancia aumenta la expresión génica de 

β1AR, mientras que disminuye la expresión de β3AR en la descendencia adulta de madres 

obesas. 

3. La obesidad gestacional inducida por una dieta alta en grasa en ratas aumenta la expresión 

génica de Pgc1α. Por otra parte, el tratamiento con metformina incrementa la expresión de los 

factores termogénicos Pparγ, Prdm16 y Pgc1α en las ratas descendientes de madres 

alimentadas con dieta control, mientras que disminuye la expresión de Pparγ y Prdm16 en crías 

de madres obesas. 

4. La obesidad gestacional inducida por una dieta alta en grasa en ratas incrementa la expresión 

proteica de UCP1, mientras que el tratamiento con metformina durante la gestación y lactancia 

no modifica estos niveles en la descendencia adulta. 
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Conclusión General 

La obesidad gestacional aumenta la adiposidad en la descendencia a largo plazo, sin embargo, 

estas crías presentan una activación de la capacidad termogénica, probablemente como mecanismo 

compensatorio contra el aumento de peso. 

Por otro lado, el tratamiento con metformina a las madres durante la etapa gestacional y lactancia, 

pareciera actuar en las crías dependiendo de la dieta materna; en donde las crías de madres 

alimentadas con dieta control, presentan un aumento de peso corporal y lipólisis vía receptores β3-

adrenérgicos como un probable mecanismo compensatorio contra la obesidad. Por el contrario, la 

dieta materna de alto contenido graso en conjunto con administración de metformina tiene un efecto 

sinérgico entre el ambiente obesogénico generado por la dieta y el ambiente de “restricción calórica” 

formado por el fármaco en la madre, desactivando estos mecanismos compensatorios fisiológicos 

contra la obesidad. 
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9 ANEXOS 

9.1 Composición de la dieta control y la dieta alta en grasas de las ratas. 

-Dieta Control (CD) 
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-Dieta alta en grasas (HF) 
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9.2 Peso corporal de la descendencia femenina día post-natal (PND) 1 al 60. 
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Figura 11. Peso corporal PND 1 - 60. (a) El gráfico representa el peso corporal de las crías desde el PND 1 al 

60. Se evaluó las diferencias de peso en los PND 1, 7, 14, 30 y 5 representadas en los gráficos b, c, d, e y f, 

respectivamente. Los datos representados en el gráfico muestran el promedio ± E.E.M. Los diferentes 

grupos experimentales están representados con colores, siendo la barra de color verde el grupo CD, en 

amarillo el grupo CD+met, rojo HF y en azul HF+met. El valor de p sobre las barras indica su comparación 

con los diferentes grupos representado con * del color correspondiente. La significancia se obtuvo 

mediante el test de ANOVA con post test de Fisher; p < 0,05 = *; p < 0,01 = **; p < 0,001 = ***; p < 0,00001 

= ****. 
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9.3 Peso del tejido adiposo blanco retroperitoneal (RpAT) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Peso del tejido adiposo retroperitoneal en mg. El gráfico representa el peso del RpAT en la 

descendencia femenina adulta. Los datos representados en el gráfico muestran el promedio ± E.E.M. Los 

diferentes grupos experimentales están representados con colores, siendo la barra de color verde el 

grupo CD, en amarillo el grupo CD+met, rojo HF y en azul HF+met. La significancia se obtuvo mediante el 

test de ANOVA con post test de Fisher; p < 0,05 = *; p < 0,01 = **; p < 0,001 = ***. 
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9.4 Acta de aprobación del comité de bioética  
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