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EFECTO DE LA DESNUTRICION PROTEINICA INTRAUTERINA EN EL
DESARROLLO DE LA RATA Y EN LA CONCENTRACION DE
CORTICOSTERONA NEONATAL

La programacion fetal se define como el proceso por el cual condiciones
anormales durante la vida fetal incrementan la susceptibilidad para el desarrollo
de enfermedades en el adulto, siendo la desnutricion una de las principales
causas'?.

Se sabe que el estrés matemo y como consecuencia la elevacion en
circulacion de glucocorticoides, afectan adversamente el medio ambiente
intrauterino, lo que predispone a las crias a problemas de salud tales como
hipertension, diabetes y disfuncion reproductiva en la vida adulta®. El cortisol es
un glucocorticoide sintetizado por la corteza de la glandula suprarrenal y entre
sus funciones esta la de controlar el metabolismo de lipidos, proteinas y
carbohidratos. Las ratas secretan casi exclusivamente corticosterona (el
equivaiente al cortisol en el humano)®.

Los cambios hormmonales que una madre usa para responder a una
deficiencia de proteinas durante el embarazo son similares a aquellos que
ocurren en situaciones de estrés no nutricional en humanos?®,

Por eso, el motivo de este trabajo fue el de determinar cémo afecta la dieta
baja en proteinas durante la gestacion de la rata en la concentracion de
corticosterona en las crias al nacimiento; asi como la comparacion de algunos
parametros del desarrollo como es el peso corporal, la talla, la distancia ano-
genital, diametro abdominal y cefalico al nacimiento.

Para el desarrollo de este trabajo se empled un modelo de desnutricion en el
que a las ratas se les alimentd con dietas isocaldricas, las cuales tuvieron
diferente contenido en proteina (dieta control al 20% de caseina y dieta
restringida al 10% en caseina).

Como resultado, observamos que las ratas madre del grupo restringido
tuvieron mayor concentracion de corticosterona circulante en suero al dia 19 de
gestacion, producto del estrés ocasionado por la restriccion proteinica. Por otro
lado, la concentracion de corticosterona en las crias al dia 2 de vida fue menor en
el grupo restringido que en el control, sugiriendo que han ocurrido alteraciones en
el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal fetal. Tal disminucion, es probable que se
deba al efecto de retroalimentacion negativa a nivel de hipotalamo e hipofisis fetal
causada por la alta concentracion de corticosterona proveniente de la madre a la
que estuvieron expuestas las crias durante la gestacion.
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Observamos que al nacimiento las crias del grupo restringido resultaron
afectadas por la restriccion proteinica en su desarrollo intrauterino. El peso
corporal tendid a ser menor en el grupo restringido, tanto en hembras como en
machos, aunque sdlo en las hembras la diferencia fue estadisticamente
significativa; mientras que la distancia ano-genital fue significativamente mayor en
ambos sexos del grupo restringido respecto al control, aunque el efecto es mas
notable en las hembras que en los machos, quizas debida a la posible
androgenizacion fetal.

En conclusion, la dieta baja en proteina causo estrés matemo en la rata
durante la gestacion, el cual se reflejé en la alta concentracion de corticosterona
materna. El efecto de la sobreexposicidén de glucocorticoides matermos durante la
gestacion en las crias al nacimiento fue diferente entre sexos.
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1.1 HiPOTALAMO

£l hipotalamo, es la parte del cerebro que cumple la funcién de la regulacidon
de la homeostasis (funciones vitales que mantienen constante el medio corporal
interno), el comportamiento sexual y las emociones. Aunque el hipotalamo
constituye menos del uno por ciento del volumen total del cerebro humano,
ejerce efectos importantes sobre el sistema endocrino (centros productores de
hormonas), sobre el sistema nervioso auténomo (que controla las acciones
involuntarias) y sobre un sistema neuronal que se denomina sistema limbico
(relacionado con la motivacion y los instintos)®’. Experimentos realizados con
ratas han demostrado de forma clara que el hipotalamo cumple una funcidn
importante en la regulacion del comportamiento relacionado con la alimentacion.
Si el hipotalamo sufre algin darfio en la region medial, la rata come en exceso y
se vuelve obesa; sin embargo, si lo que se dafia es la zona ventral del
hipotatamo, la rata rehdsa la comida y muere por inanicion®S.

1.2 FUNCIONES ENDOCRINAS DEL HIPOTALAMO

El hipotalamo es responsable del control de las hormonas liberadas por los
lobulos anterior y posterior de la hipdfisis. Las hormonas segregadas por el
hipotalamo que afectan al l6bulo anterior de la hipofisis son: 1) hormona
liberadora de corticotropina, que estimula la secrecion de hormona
adrenocorticotropica; 2) homona liberadora de tirotropina, que estimula la
secrecion de hormona estimulante de la tiroides; 3) hormona liberadora de la
hormona del crecimiento y somatostatina, que estimula e inhibe la secreciéon de
hormona del crecimiento, respectivamente; 4) hormona liberadora de
gonadotropina, que controla la secreciéon de homona estimulante del foliculo y
de hormona luteinizante; 5) factor inhibidor de la liberacion de prolactina y factor
liberador de prolactina, que controlan la secrecidn de esta hormona*®.

El nucleo supraquiasmatico es una zona del hipotalamo implicada en la
regulacion de los ritmos corporales circadianos. Estos ritmos son fluctuaciones de
las concentraciones de algunas hormonas en el torrente circulatorio por ciclos de
24 horas (por lo general se correlacionan con periodos de luz y periodos de
oscuridad). Esto asegura que las concentraciones de las distintas hormonas
sean mas elevadas segun sean las necesidades del cuerpo. Por ejemplo, el
cortisol aumenta todas las mafianas justo antes del despertar, esto hace que se
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incrementen las concentraciones de glucosa en la sangre para contrarrestar el
efecto producido por el ayuno nocturno®®.

1.3 HIPOFISIS

La hipdfisis, es una de las principales glandulas endocrinas de los
vertebrados. Las hormonas que produce controlan el funcionamiento de casi
todas las demas glandulas endodcrinas del organismo. Las hormonas hipofisarias
también estimulan el crecimiento y controlan el equilibrio del agua del organismo.

La hipofisis es una pequena glandula con forma de rifidén, de color rojizo-
grisaceo. Se localiza cerca del hipotalamo en la silla turca, en el suelo de la
cavidad craneal (en el hueso esfenoides), y esta unida a la base del cerebro por
un tallo. La hipdfisis tiene dos I6bulos: el anterior o adenohipdfisis y el posterior o
neurohipdfisis, que difieren en estructura y funcion. Ef Ibbulo anterior deriva desde
el punto de vista embriologico del techo de la faringe; esta compuesto por grupos
de células glandulares separadas por conductos sanguineos y cubierta por una
capsula de colageno. El I6bulo posterior deriva de la base del cerebro y esta
cormpuesto por tejido nervioso y células neurosecretoras.

1.4 LOBULO ANTERIOR

El 16bulo anterior de la hipodfisis es la porcion de mayor tamano, contiene
grandes cantidades de sustancias quimicas u hormonas que controlan de diez a
doce funciones del cuerpo. Ocho hormonas bhan sido aisladas, purificadas e
identificadas. Todas ellas son péptidos compuestos por aminoacidos. La
hormona del crecimiento (GH) o somatotropina es esencial para el desarrolio del
esqueleto durante el crecimiento. La hormona estimulante de la tiroides (TSH)
controla la funcioSn nomal de Ila glandula tiroides, y la hormona
adrenocorticotropica o adrenocorticotropina (ACTH) controla la actividad de la
corteza suprarrenal y participa en las reacciones de estrés. La profactina (LTH),
también llamada hormona lactopénica o luteotropina, inicia la secrecion mamaria
durante la lactancia después de que la mama se prepara durante el embarazo
por la secrecion de ofra hormona hipofisana (la oxitocina) y de hormonas
sexuales. Las dos hormonas gonadotropicas son la foliculoestimulante (FSH) y la
luteinizante (LH). En 1975, los cientificos identificaron una sustancia llamada B-
endorfina que actia en animales de experimentacion controlando el dolor en
situaciones de estrés. La pB-endorfina y la ACTH se forman a partir de una
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proteina de cadena larga que, mas tarde, se rompe. Este puede ser el
mecanismo para controlar las funciones fisiologicas de dos homonas inducidas
en situaciones de estrés. La misma prohormona que contiene la ACTH y la
endorfina también contiene péptidos cortos como la hormona estimulante del
melanocito. Esta sustancia es analoga a la hormona que regula ia pigmentacion
en peces y anfibios, en los seres humanos estimula la sintesis de melanina en

las células pigmentadas o melanocitos®’.

Hemisferias
cerebrales

HipsTisis

Cerebelo

Tronco cerebral

Figura 1 Localizacion del Hipotalamo y la Hipofisis en el cerebro’.

1.5 GLANDULA SUPRARRENAL

La glandula suprarrenal, es un organo vital situado por encima del extremo
superior de cada rifién en los seres humanos. Las dos partes de la glandula: la
porcién intema o médula y la extema o corteza son componentes endocrinos
independientes entre si, estan compuestas por tipos de tejidos diferentes y
realizan funciones distintas. La meédula, que contiene granulos cromafines,
secreta la hormona adrenalina como respuesta a la estimulacion por el sistema
nervioso simpatico en momentos de estrés. También secreta la homona
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noradrenalina, que desemperia su papel manteniendo normal la circulacion de la
sangre. A diferencia de la corteza, la médula de la glandula suprarrenal puede
extraerse sin poner en peligro la vida del individuo*®.

La corteza suprarrenal es esencial para la vida, ésta secreta un gran niumero
de hormonas esteroides, aunque solo unas pocas en cantidades significativas.
Una de las mas importantes es la aldosterona, perteneciente al grupo de los
mineralocorticoides (llamados asi por su influencia en la regulacion de liquidos y
electrolitos), que regula el balance de agua y sales en el cuerpo. El cortisol y la
corticosterona son ejemplos de glucocorticoides, nombrados asi por la influencia
que tienen en el metabolismo principalmente de la glucosa, también son vitales,
ya que regulan el metabolismo de las proteinas, los hidratos de carbono y las
grasas,; preservacion de la funcion normal de los sistemas cardiovascular e
inmunitario, rifiones, musculo estriado, asi como los sistemas endocrino y
nervioso. Las ratas secretan casi exclusivamente corticosterona; y los seres
humanos secretan cortisol de manera predominante®. Ademas, esta glandula
secreta esteroides sexuales que no influyen decisivamente en el sistema
reproductor en las concentraciones en las que se secretan nomMmalmente.
Actualmente se producen glucocorticoides de forma artificial, los cuales son mas
efectivos que los naturales en el tratamiento de la enfermedad de Addison y otros
trastormos.

En mamiferos adultos, la corteza supramrenal se deriva del mesodermo, es
rodeada o envuelta por una capsula fibrosa, ésta presenta, en microscopia optica
y electronica, tres zonas claramente distintas y variables: La zona glomerular que
constituye el 15% de la masa de la glandula suprarrenal, la zona fasciculada el
50% y la zona reticulada el 7%*°.

Durante la vida fetal, Ia suprarrenal humana es grande y esta bajo el contro!
de la hipofisis, pero las tres zonas de la corteza permanente soélo representan
20% de la glandula. El 80% restante es la gran corteza suprarrenal fetal la cual
sufre una rapida degeneracion en el momento del nacimiento®.
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Corteza

: Médula

Glandula
suprarrenal
izquierda

suprarrenal
derecha

Figura 2 Localizacion de la glandula supramenal®.

Ademas, por mecanismos que aun no se han dilucidado por completo, los
corticosteroides permiten al organismo resistir circunstancias que generan estrés,
como estimulos nocivos y cambios ambientales®.

Estas acciones de los glucocorticoides en el metabolismo intermedio de
carbohidratos, proteinas y grasas incluyen aumento de la gluconeogénesis
hepatica. Aumenta la actividad de la glucosa-6-fosfatasa y la concentracion de
glucosa plasmatica aumenta®.

En la periferia, los glucocorticoides disminuyen la utilizacion de glucosa,
aumentan la desintegracion de proteinas y activan la lipdlisis, con o que se
proporcionan aminoacidos y glicerol para la gluconeogénesis®.

Durante la vida fetal, los glucocorticoides aceleran la maduracién del factor
tensoactivo en pulmones®.

TESIS CON
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El cortisol se metaboliza en el higado, que es el sitio principal de catabolismo
de glucocorticoides mediante la enzima 113-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo
11 (11B-HSD-2). La mayor parte del cortisol se reduce a dihidrocortisol y de éste a
tetrahidrocortisol, el cual se conjuga con el acido glucurénico®®,

£l metabolismo de la corticosterona es similar al del cortlsol, excepto que no
forma derivados 17 cetoesteroides®.

En ratas, durante las dos primeras semanas de vida, la secrecion basal de
corticosterona y ACTH es marcadamente disminuida'®'’. A este tiempo la
respuesta al estrés es pobre y Por lo tanto a este periodo se le ha llamado
periodo hiporresponsivo al estrés'?, se ha propuesto que bajas concentraciones
de glucocorticoides circulantes durante las dos pnmeras semanas de vida son
esenciales para el desarrollo normat del cerebro™

1.6 BIOSINTESIS DE ESTEROIDES SUPRARRENALES

Las hormonas de la corteza suprarmrenal son derivados del colesterol y al
igual que la vitamina D, los esteroides ovaricos y testiculares y el mismo
colesterol, contienen un nucleo llamado ciclopentanoperhidrofenantreno®.

La ACTH se une a receptores de gran afinidad en la membrana plasmatica
de las células supramrenocorticales. Esto activa la adenilatociclasa por medio de
G; y el aumento resultante en el AMP ciclico intracelular activa la proteina cinasa
A. La proteina cinasa A fosforila la hidrolasa de ésteres de colesterol provocando
el aumento de su actividad, la cual es la conversion de ésteres de colesterol a
colesterol libre, por lo tanto la concentracion de colesterol libre se incrementa®.

Parte del colesterol se sintetiza a partir del acetato, aunque la mayor parte
de éste se toma de las LDL que estan en circulacion, los receptores de LDL son
especialmente abundantes en las células suprammenocorticales. El colestero! se
esterifica y se almacena en forma de gotas de grasa. El colesterol se transporta a
la mitocondria por una proteina acameadora de colesterol. En la mitocondria, se
convnerte a pregnenoclona en una reaccion catalizada por la enzima mitocondrial
P450scc*®

La pregnenolona se mueve al reticulo endoplasmico liso, donde parte de elia
se deshidrogena a la forma progesterona en una reaccién catalizada por la
enzima 3B-hidroxiesteroide-deshidrogenasa (33-HSD). Esta enzima tiene peso
molecular de 46,000 KDa y no es una enzima P450. En la zona fasciculada y en
la zona reticular, algunas de las pregnenolonas y algunas de las progesteronas
se hidroxilan en el reticulo endoplasmico liso a 17 alfa hidroxipregnenolona. La
enzima que cataliza esta reaccion, 17 alfa hidroxilasa, es otro P450, P450c17,
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parte de la 17 aifa hidroxipregnenolona se conviete a 17 alfa
hidroxiprogesterona. El citocromo P450c17 es también la 17,20 liasa que cataliza
la division de la unién 17,20 para convertir 17 alfa hidroxipregnenolona y 17 affa
hidroxiprogesterona a dehidroepiandrosterona (DHEA) y androstenodiona,
respectivamente. La hidroxilacion de Ila progesterona y 17 alfa
hidroxiprogesterona también ocurre en el reticulo endoplasmico liso, donde es
catalizada por la enzima P450c21. los productos finales, 11 desoxicorticosterona
y 11 desoxicortisol, regresan a la mitocondria donde son 11 hidroxilados para
formar corticosterona y cortisol, respectivamente. La enzima que cataliza estas
reacciones, P450c113, es también un citocromo. De tal manera que existen
cuatro citocromos P450 involucrados en la produccion de glucocorticoides y
hormmonas sexuales de la corteza adrenal. Dos de éstas, P450scc y P450c11p,
se localizan en la mitocondria, y dos, P450c17 y P450c21, se localizan en el
reticulo endoplasmico liso™®.

Los esteroides gonadales y suprarrenocorticales son de tres tipos:
esteroides C,,, los cuales tienen una cadena lateral de dos carbonos en la
posicion 17; esteroides Cqg, que tienen un grupo ceto o hidroxil en la posicion 17;
y esteroides C,g, que ademas de un grupo 17 ceto o hidroxil, no tienen un grupo
metil angular unido en la posicién 10. La corteza supramrenal secreta de manera
principal esteroides C,; y Cyg9. La mayor parte de los esteroides Cio tienen un
grupo ceto en la posicion 17 y por tanto se llaman 17 cetoesteroides. Los
esteroides C,, que tienen un grupo hidroxil en la posicion 17, ademas de una
cadena lateral, se llaman 17 hidroxicorticoides®.

Los esterocides C,,; secretados por la glandula supramrenal tienen una
configuracion A*-3-ceto en el anillo A. En la mayor parte de los esteroides
suprarrenales naturales, grupos 17-hidroxi estan en la configuracion alfa,
mientras que los grupos 3-, 11- y 21-hidroxi tienen la configuracion beta®.

El doble enlace 4,5 y el grupe 3-ceto en el anillo A son esenciales tanto para
la actividad glucocorticoide como mineralocorticoide; se requiere un grupo 11p-
hidroxil en el anillo C para la actividad glucocorticoide, pero no para la
mineralocorticoide; en todos los corticosteroides naturales y casi todos los
analogos sintéticos activos, hay un grupo hidroxil C,; en el anillo D. El grupo 17c-
hidroxil proporciona potencia 6ptima*®.

-10-
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Figura 3 Rutas de la esteroidogénesis supramenal'*.
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1.7 FUNCIONAMIENTO DEL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-
ADRENAL (HHA)

La secrecion de cortisol en el hombre y de corticosterona en la rata por la
glandula adrenal es estimulada por la hormona adrenocorticotropica (ACTH)
sintetizada en la hipofisis anterior. La ACTH es originada de una larga molécula
precursora Ilamada pro-opiomelanocortina (POMC), la cual es también
precursora de p-endorfina que reduce la percepcion del dolor. La regulacion de la
sintesis de ACTH y su secrecion es un proceso complejo. La hormona liberadora
de corticotropina (CRH) y la arginina-vasopresina (AVP) son los mas importantes
factores hipotalamicos que estimulan su secrecion. Ambos son sintetizados en la
porcion parvocelular del nucleo paraventricular (PVN) y son secretados de sus
axones a la eminencia media alcanzando la hipdfisis por el sistema sanguineo
hipofisario-portal, por lo tanto la hormona CRH estimula la sintesis y secrecion de
ACTH. Esta bien establecido que la accion de la AVP en esta region es la de
potenciar la accion de la CRHE®.

La actividad adrenocortical varia durante todo el dia en un ritmo circadiano.
En humanos los glucocorticoides plasmaticos logran un nivel alto durante la
mariana y un nivel bajo durante la tarde-noche. En ratas, las cuales son activas
por la noche, ocurre lo inverso*S.

Hay tres niveles caracteristicos de regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal: ritmo diumo de la esteroidogénesis basal, regulacion por
retroalimentacion negativa por glucocorticoides adrenales e incrementos notorios
de la esteroidogénesis en respuesta al estrés. El ritmo diumo depende de centros
neurales superiores que reaccionan a ciclos de sueno-vigilia, de modo que las
cifras de hormona ACTH son maximas durante las primeras horas de la mafiana,
lo cual hace que las concentraciones circulantes de glucocorticoides alcancen un
maximo alrededor de las 8 AM.5. El ritmo circadiano y la actividad del eje HHA
inducida por estrés son inhibidos por retroalimentacion negativa por

glucocorticoides 7.
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Figura 4 Esquema de la regulacién del Eje Hipotatamo-Hipofisis-Adrenal™®.

En el cerebro hay receptores que perciben la cantidad de hormonas
esteroides circulantes en la sangre y encienden o apagan su produccion como es
apropiado®.

En un elegante sistema organizado de retroalimentacion, receptores en
varios sitios en el cerebro, monitorean la cantidad de cortisol (corticosterona en
rata) circulante en la sangre. En cualquier momento, la intensidad en la
retroalimentacion depende de dos factores: la cantidad de cortisol en la sangre y
el namero de receptores sobre las células monitor que estén disponibles para
enlazar cortisol®. Cuando la cantidad de cortisol en la sangre se eleva arriba del
nivei que el cuerpo requiere, la retroalimentacion negativa incrementa y la
produccion de cortisol es lenta hasta dejar el nivel sanguineo correcto para la
situacion presente. Las ceélulas monitor criticas estan en el hipocampo,
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hipotalamo e hipdfisis. Cuando ellas enlazan cortisol, los receptores de
glucocorticoides (GR) actuan para detener el sistema. Ellos actian como si
improvisaran la sensibilidad de un temostato. Cualquier cosa que cause la
disminucién en la cantidad o el numero de receptores hace mas dificil esta tarea
para el cortisol circulante para detener el sistema completo. Si la cantidad de
receptores disminuye, mas CRH es secretada por el hipotalamo. La CRH
estimula mas secrecion de ACTH por la hipdfisis. Como resultado directo, mas
cortisol es secretado por la adrenal hasta que finalmente se alcance un alto nivel
de cortisol en la sangre para enlazarse a los receptores para detener la
produccion de CRH y ACTH. Pero el sistema se habra detenido a altas
concentraciones circulantes de cortisol’.

Los glucocorticoides libres inhiben la secrecion de ACTH y el grado de
inhibicion hipofisaria es proporcional a la concentracion de glucocorticoides
circulantes. El efecto inhibitorioc se ejerce tanto a nivel hipofisario como
hipotalamico®.

Numerosos estudios han demostrado que los receptores de glucocorticoides
estan integramente mvolucrados en la regulacion por retroalimentacion negativa
en la respuesta al estrés’®

Los estimulos que generan estrés pueden anular esos mecanismos
normales de control por retroalimentacion negativa, lo cual da pie a mcrementos
notorios de las concentraciones plasmaticas de esteroides adrenales®.

Tanto la secrecion basal de los glucocorticoides como el aumento en la
secrecion por el estrés dependen de la ACTH que se sintetiza en el I6bulo
anterior de la hip&fisis®.

La ACTH no solamente produce un rapido aumento en la secrecion de
glucocorticoides, sino que también aumenta la sensibilidad de las suprarrenales a
dosis subsecuentes de ACTH*

1.8 PROGRAMACION FETAL

Una gran cantidad de estudios epidemiolégicos sugieren que los factores
que operan en la vida temprana son determinantes en el riesgo de desordenes
cardiovasculares y metabdlicos en la vida aduita. Haciendo uso de registros
obstétricos detallados en algunos hospitales en Inglaterra, el Dr. Barker y sus
colaboradores en Sauthamton, descubrieron una correlacion entre enfermedades
cardiovasculares y el bajo peso al nacimiento y crecimiento postnatal®?'. Algunos
estudios subsecuentes en poblaciones distintas en el Reino Unido, Europa, Asia,
Australia, Africa, el Caribe y Estados Unidos, han confirmado los hallazgos
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iniciales y han extendido las observaciones que muestran que el bajo peso al
nacimiento o la complexion delgada al nacimiento predicen fuertemente Ia
subsecuente ocurrencia de hipertension, hiperipidemia, resistencia a la insulina,
diabetes tipo 2, y muerte por enfermedades cardiovasculares en la vida adulta.
Los bebés prematuros y pequerfios pueden también mostrar esta correlacion
implicando la complexién delgada. Sin embargo la recuperacidn postnatal del
crecimiento es tambieén un factor de riesgo para subsecuente hipertension y
resistencia a la insulina, sugiriendo que la complexion delgada al nacimiento
debida a una restriccion del crecimiento intrauterino por influencia ambiental es
de particular importancia, mas que la complexion delgada por si misma™,

Para explicar estos hallazgos se ha propuesto la idea de una “programacion”
o “marca” fisiologica en la vida temprana. Tal programacion ocurre en una
variedad de sistemas y refleja la accion de un factor durante periodos sensibles o
“ventanas” del desamollo. Se puede notar que la influencia ambiental no es la
unica explicacion posible a los hallazgos epidemioldgicos, sino que estarian
involucrados tanto factores genéticos como epigenéticos (alteracion en la
expresion genética de una manera heredable durante divisiones celulares, pero
que no es una mutacion y por lo tanto fundamentaimente reversible), los cuales
restringen el crecimiento fetal y producen enfermedades posteriores, pero estos
han sido poco citados y realizados. No obstante, algunos loci genéticos ligados al
peso al nacimiento y desordenes en la salud en la vida adulta como por ejemplo
la region VNTR del gen de la insulina y el gen de la glucosa cinasa si han sido
reportados®.

Dos principales procesos han sido defendidos para el efecto intrauterino y la
produccion de alteraciones en el crecimiento fetal y la fisiologia del adulto: la
desnutricion matemof/fetal y la programacion hormonat™.

Hay muchos factores que afectan el desamollo fetal. El suplemento
nutricional y el crecimiento fetal estan directamente ligados y son consecuencia
de la nutricion y salud matema, asi como del flujo sanguineo uterino, incluyendo
la funcion placentaria y el estado del sistema endocrinologico®.

La influencia nutricional durante el embarazo esta considerada como causa
dominante de la programacion fetat?*?5, Estas conclusiones derivan de estudios
epidemiolégicos en los que lamentablemente una poblacibn ha padecido
condiciones adversas y se cormrrelaciona el factor de estrés intrauterino a las
patologias producidas en la vida adutta. Un ejemplo de este tipo de estudios es el
realizado durante el bloqueo Nazi a Holanda Occidental en septiembre de 1944,
y que coincidié con un inviemo crudo y precoz que provocd una hambruna de
ocho meses®. Las caracteristicas de las personas que nacieron de mujeres que
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estaban embarazadas cuando inicid el ‘“invierno hambriento holandés”
permitieron conocer algunos efectos de la desnutricion prenatal en el humano.
Las estadisticas demostraron que tuvieron una mayor predisposicion a la
diabetes tipo 2 y a la esquizofrenia que otros grupos de personas. Asi mismo, las
mujeres nacidas bajo estas condiciones fueron mas propensas a tener bebées
con retraso en el crecimiento cuando llegaron a la edad reproductiva, con lo que
se observa que los efectos de las condiciones adversas durante la gestacion
pueden transmitirse a través de las generaciones®.

Tambien se observa que las anormalidades provocadas por la influencia
nutricional, dependen del periodo en el que la madre es privada de la adecuada
nutricion. Siguiendo el ejemplo del “inviemo hambriento holandés”, se vid que las
mujeres que estuvieron expuestas a la desnutricion desde el inicio del embarazo,
tuvieron hijos varones con tendencia a la obesidad, contrario a cuando la madre
fue desnutrida en etapas mas avanzadas del embarazo?®.

Durante el sitio de Leningrado, también hubo condiciones extremas de
restriccion alimenticia. Aproximadamente dos millones de personas murieron.
Los bebés nacidos después del sitio tienen una mayor susceptibilidad a
enfermedades coronarias®.

Los bebés de mujeres que durante la gestacion se encuentran con una
situacion estresante como el fumar, ingerir bebidas alcohdlicas o desnutricion,
producen una cantidad anormmal de cortisol el cual afecta adversamente al feto, y
cuandozestos bebés nacieron mostraron retraso en el crecimiento intrauterino
(UGR)Z.

Los bebés que se desarrollan en un ambiente subéptimo en el (tero usan un
muy ingenioso truco para proteger el desarrolio de su cerebro. Si la placenta no
funciona apropiadamente o si la madre es pobremente alimentada, es probable
que la disponibilidad de oxigeno y de nutrientes esenciales en la sangre del bebé
sea poco optima. En este evento, el bebé preferentemente enviara sangre a su
cerebro, restringiendo la cantidad de sangre hacia sus 6rganos en crecimiento
tales como los intestinos y el higado. Como resultado, un bebé con retardo en el
crecimiento puede tener un diametro cefalico relativamente normal pero un
reducido diametro abdominal. El abdomen de bebés con retraso en el
crecimiento es pequerio porque su higado, asi como otros drganos abdominales
son pequerios, ademas se ha encontrado que los bebés que nacieron con un
diametro abdominal pequefio tienen altas concentraciones de colesterol en

sangre en la vida adulta®.
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Figura 5 Retraso en el crecimiento intrauterino (IUGR)®

Aun cuando los glucocorticoides sean exogenos, es decir, que sean
administrados y no secretados, como sucede en la practica obstétrica con los
partos prematuros, éstos retardan el crecimiento fetal y groduoen bajo peso al
nacimiento si no se administran en las dosis adecuadas®™®’.

Los estudios realizados en animales de experimentacidon confirman los
hallazgos clinicos y epidemiologicos. Las crias de ratas sujetas a dietas
isocaldricas bajas en proteinas durante todo el embarazo, o en diferentes
periodos de la gestacion, han desarrollado hipertension, asi como intolerancia a
la glucosa, en la vida adulta®%2°,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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1.9 PROGRAMACION FETAL Y EJE HIPOTALAMO-
HIPOFISIS-ADRENAL

La vida después del nacimiento esta liena de retos y situaciones
estresantes. Similammente, la vida antes del nacimiento esta provista de retos
para el desarrollo del feto. Afortunadamente, estamos equipados con un
mecanismo para responder a condiciones estresantes en el ambiente antes y
después del nacimiento. Esa respuesta al estrés es capaz de mantener nuestra
integridad biolégica®,

A menudo, el estrés externo que impacta nuestro cuerpo es normalmente de
influencia ambiental. Todos reaccionamos de manera diferente a mucho calor, a
demasiado alimento, a mucho ruido. Para entender como el estrés impacta
nuestra vida, nosotros necesitamos distinguir claramente el evento extemo que
nos sucede (el cual lamaremos estimulo estresante) de la respuesta que ocurre
dentro de nuestro cuerpo (el cual llamaremos respuesta al estrés). La respuesta
al estrés puede ser un incremento en la presidn sanguinea, nerviosismo,
cambios de humor, comportamiento anormal al comer o falta de suerio. Esta
respuesta al estrés o reaccion, no el estimulo original aun siendo corto, pueden
dafar nuestra vida®.

Es muy necesaria esta distincion, dado que el cuerpo de diferentes
individuos claramente tienen diferentes respuestas al estrés para el mismo
estimulo estresante. Hay evidencia de que esta respuesta al estrés es
programada en gran parte por eventos prenataless.

El principal sistema que en el cuerpo responde al estimulo estresante es el
eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal’. Los factores estresantes inician una serie de
eventos neuroendocrinos los cuales resultan en un incremento en la secrecion de
glucocorticoides por la corteza adrenal®.

Una amplia variedad de entradas sensoriales al cerebro, tales como el
acecho de un depredador, ruido del ambiente o el olor de un incendio forestal
entran al cerebro via los ojos, el oido y la nariz. Esos estimulos sensoriales
producen cambio en la actividad enddcrina, uso de energia y funcién cerebral via
una antigua parte del cerebro, el hipotalamo. La glandula hipdfisis, situada
apenas debajo del hipotalamo en la base del cerebro, es la principal reguladora
de nuestra respuesta al estrés. Como resultado de su proximidad al cerebro, la
hipdfisis puede recibir instrucciones directa y rapidamente. La hipdfisis regula la
secrecion de cortisol de la glandula adrenal porque ella secreta la hormona
(ACTH) que viaja a través del torrente sanguineo hasta llegar a la glandula
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adrenal. Esta hormona (ACTH) estimula a la glandula adrenal para producir
cortisol y liberario en la sangre*”°.

Los cambios hormonales que una madre usa para responder a una
deficiencia de proteinas durante el embarazo son similares a aquellos que
ocurren en situaciones de estrés no nutricionales®,

En el desarrollo de un bebeé, los glucocorticoides juegan un rol esencial en la
maduraciéon de los pulmones higado, rifiones, sistema inmune y muchos otros
sistemas corporales que seran criticos para la vida independiente en el mundo
fuera del Gtero®>230,

Las concentraciones de glucocorticoides fetales son mas bajas que las
concentraciones matemas®>>'. Esto es asegurado por la enzima placentaria
(11B-HSD2) fa cual cataliza el rapido metabolismo de cortisol y corticosterona a
11-ceto esteroides inertes, cortisona y 11-dehidrocorticosterona
respectivamente™. Por lo que sutiles cambios en la actividad de la 11[3—HSDZ
pueden tener profundos efectos sobre la exposicion fetal a glucocorticoides®.

Las placentas de ratas gestantes expuestas a restriccion allmentlcia
muestran disminucion del RNA mensajero de la enzima 118-HSD2 y por lo tanto
también en la actividad de la enzima113-HSD2?. Ademas de que la desnutricion
por si misma puede regular a la baja a la enzima 11B-HSD2 y de este modo
exponer a los fetos a altas concentraciones de glucocorticoides matemos,
suficientes oomo [I>ara inducir retraso en el crecimiento fetal y mostrar bajo peso
al nacimiento®

Los fetos necesrtan glucocorticoides para su maduraciéon nomat y producen
mas, si lo necesitan, de sus propias glandulas adrenales. El feto es protegido de
un rapido incremento en la concentracion de cortisol matemo cuando ella
responde a estimulos estresantes a su alrededor®

Desafortunadamente, la proteccion conferida por la placenta no es del todo
completa. Si una rata prefiada es expuesta a una cantidad excesiva de estimulos
estresantes, sus glandulas adrenales secretaran mas y mas corticosterona. En
esta situacion, una buena cantidad de cortioosterona puede cruzar la placenta
para producir un efecto permanente en el feto>.

El cortisol afecta el tamano de la placenta y tal efecto es dependiente de la
dosis y el tiempo de exposicion=

Un grupo de |nvest|gadores franceses de la universidad de Burdeaux
condujeron un estudio clave que muestra claramente que la respuesta al estrés
en la madre puede programar la posterior repuesta al estrés en sus crias por el
resto de sus vidas. Cuando las ratas prefiadas recibian un estimulo estresante,
sus glandulas adrenales producian mas corticosterona. Parte de la corticosterona
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producida cruzaba la placenta hacia el feto y reducia permanentemente el
numero de receptores que enlazan corticosterona en lugares clave del cerebro
fetal. Las crias de aquellas madres que habian sido estresadas durante su
embarazo tuvieron una secrecion anormalmente aita de esteroides del estrés en
respuesta a estimulos estresantes. En un estudio por separado, los
investigadores mostraron que el efecto de la programacion sobre el desarrolio
cerebral fue debido a la corticosterona matema. Los investigadores removieron
las glandulas adrenales de las ratas prefadas antes de que fueran estresadas.
Como resultado, las concentraciones de esteroides matemos no se elevaron y
las consecuencias a largo plazo en las crias no ocurrieron. En un estudio para
afianzar los resultados, ellos mostraron que si grandes cantidades de esteroides
adrenales eran dadas a ratas prefiadas a las que se les habian removido sus
adrenales, las crias eran afectadas en su vida posterior’. Esta prueba final
muestra que el estrés de la madre ejerce su efecto sobre el feto por el paso de
hormonas adrenales del estrés que cruzan por la placenta hacia el feto'.

Por lo tanto la mayor parte de los estudios experimentales sobre la programacion
fetal han sido desarrollados utilizando el eje hipotalamo-hipdfisis adrenal (HHA).

Muchos estudios experimentales con ratas preﬁadas muestran que el feto
puede pagar un precio a largo plazo por la exposicion a cantldad&s excesivas de
corticosterona durante periodos criticos del desarrollo en el Gtero®.

Los efectos a largo plazo son tipicamente encontrados con homonas,
particularmente con esteroides. Por ejemplo, la exposicion prenatal a androgenos
programa la expresion de enzimas metabolizantes de esteroides en el higado, el
desarmrollo de estructuras sexualmente dimorficas en el hipotalamo asi como el
comportamiento sexual. Ese efecto puede ser ejercido unicamente durante un
periodo especifico perinatal, pero que persiste durante toda la vida, en gran parte
independiente de alguna subsecuente manipulacion de esteroides sexuales.
Muchas caracteristicas de la sobreexposicion a glucocorticoides sugieren un rol
en la programacion fetal, en la vida temprana, de desordenes cardiovasculares y
metabélicos en la vida adulta®

También, Ia sobreexposnci()n a glucocorticoides puede ser un factor
determinante en el desamollo reproductivo postnatal ya que la entrada a la
pubertad es retrasada en las crias de madres sujetas a estimulos estresantes o
tratadas con ACTH durante el embarazo™>°
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Debido a que la influencia nutricional durante el embarazo esta considerada

como causa dominante de la programacion fetal y por lo tanto de la
predisposicion a enfermedades en la vida adulta como la diabetes, hipertension
arterial, intolerancia a la glucosa y obesidad, por mencionar algunas, es de mi
interés participar en este proyecto de investigacion en donde ademas de contar
con la informaciéon que existe en la clinica y en la epidemiologia, también habra la
experimentacion en animales, teniendo factores controlados para poder contribuir
en el esclarecimiento de las causas de dichas enfermedades y comprobar lo que
en la clinica y en la epidemiologia se ha encontrado. Se experimentara con dos
tipos de dieta isocaléricas, una con el contenido normal recomendado en
proteina y la otra con ia mitad del contenido para causar desnutricion proteinica
y/o estrés nutricional en las ratas gestantes, con el fin de observar el efecto que
tiene tal desnutricion en las crias, en especial en la concentracion de
corticosterona y en el desarrollo que alcanzan al nacimiento.
Es de particular importancia saber como influye la desnutricion en la
predisposicion a enfermedades ya que en nuestro pais existen indices muy
elevados de desnutricion que alcanzan a la poblacion en general pero en
especial a ninos y mujeres embarazadas



3

OBJ ETIVOS



Obbjetivo General

v Observar la influencia que tiene la desnutricion proteinica durante Ila
gestacion de la rata en el desarmrollo intrauterino y en ia concentracion de
corticosterona circulante de las crias al nacimiento.

Objetivos particulares

v" Cuantificar el consumo de alimento, el aumento en el peso corporal y la
concentracion de corticosterona en suero en ratas gestantes alimentadas
con dietas isocalodricas pero con diferente contenido en proteina (dieta
control al 20% de caseina y dieta restringida al 10% de caseina).

¥~ Medir parametros fisiologicos relacionados con retraso en el crecimiento
intrauterino en las crias de rata expuestas a restriccion proteinica,
comparandolos con los de crias de rata alimentadas con dieta normal.

v~ Cuantificar la concentracion de corticosterona en crias, hembras y machos,
de ratas expuestas a desnutricion proteinica durante la gestacion.
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v La desnutricién proteinica en la rata gestante ocasionara estrés nutricional,
lo que conllevara al incremento en la concentracion de corticosterona

circulante materna, afectando el desarrollo de las crias, especificamente de
la glandula adrenal.
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5.1 ANIMALES

Para el siguiente trabajo se usaron ratas hembra de la cepa Wistar
adquiridas en el INCMNSZ, de 240 + 20 g de peso y de 10 a 12 semanas de
edad, se mantuvieron en un cuarto en el bioterio del INCMNSZ con un ciclo
controlado de luz/oscuridad (12 h de luz y 12 h de oscuridad, la luz iniciaba a las
8:00 h) y temperatura (22 + 2°C). Fueron hospedadas, por separado, en cajas de
acrilico junto con un macho de la misma cepa para el apareamiento teniendo
libre acceso a agua y alimento. Por la manana del dia siguiente se les realizé un
frotis vaginal a las hembras y se tomaba como el dia de la concepcion si en la
muestra habia presencia de espermatozoides.

Las hembras prefiadas se transfirieron a jaulas metabdlicas individuales con
libre acceso a agua y alimento (dieta experimental asignada), en el dia 19 de
gestacion las ratas fueron cambiadas a cajas de acrilico en donde continuaron
con el mismo régimen alimenticio. Al nacer las crias, su sexo fue comprobado por
examinacion de la morfologia de los genitales extemos. Las madres se pesaron
diariamente al igual que su alimento.

Todos los procedimientos involucrados con los animales fueron realizados
unicamente después de haber sido aprobados por el Comité de Etica y
Experimentacion Animal del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

Salvador Zubiran.
5.2 TRATAMIENTO EXPERIMENTAL

Una vez que ias ratas estuvieron prenadas se les asignod aleatoriamente una
de las dos dietas destinadas al experimento. La primera, dieta control, con
contenido de 20% de caseina y la segunda, dieta isocaldrica restringida, con
contenido de 10% de caseina (tabla 1). La dieta control corresponde a las ltimas
recomendaciones de la NRC de 1993, para roedores en periodo de gestacion y
lactancia®®. De tal asignacion quedaron los siguientes grupos experimentales:
Grupo Control al que se le alimentd con dieta control durante la gestacion y
Grupo Restringido alimentado siempre con dieta restringida durante la gestacion.
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5.3 ELABORACION DE LAS DIETAS

La dieta se elaboré en la planta piloto de la Unidad de Tecnologia de
Alimentos de la Division de la Nutricion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricion Salvador Zubiran.

Una vez que fueron pesadas las cantidades necesarias de los ingredientes
para cada dieta en Bascula EURA® Peso total 100 Kg. graduaciones menores
50 gramos Modelo 2000/100 o en Balanza Sartorius ® sensibilidad 0.001, se
colocaron en una mezcladora (Mezcladora Hobart®, Modelo A200 The Hobart
MFG. C.O) y se dejaron mezclar durante 15 minutos, al término de ese tiempo se
le agregd agua a la mezcla (aproximadamente 300 mL de agua por cada Kg de
dieta) hasta obtener una pasta moldeable.

Con la mezcla obtenida se moldearon galletas y se dejaron secar durante
dos a tres dias, siendo esta la forma en que se les proporcioné a las ratas. Una
vez secas las galletas se guardaron en refrigeracion para su conservacion hasta

SU uso.

Tabla 1 Composicion de las dietas administradas a los grupos experimentales

DIETAS ISOCALORICAS (4Kcal/g de dieta)

Dieta control Dieta restringida

Caseina 20.0% Caseina 10.0%

Cistina 0.3% Cistina 0.15%

Mezcla de vitaminas 1.0% Mezcla de vitaminas 1.0%

Mezcla de minerales 3.5% Mezcla de minerales 3.5%
Colina 0.165% Colina 0.165%

Celulosa 50% Celulosa 5.0%
Almidén 32.52% Almiddn 37.59%
Dextrosa 32.52% Dextrosa 37.59%

Aceite de maiz 5.0% Aceitede maiz____ 5.0%

Ingredientes: Caseina, mezcia de vitaminas, rnadademmeraiesycohnaobtendosdel—larh'lTekh:! Madison
Wisconsis. Almidon y dextrosa obtenidos de Drogueria Cosmopoiita, Cistina y celulosa de
Quimica S.A de C.V., México, aceite de malz obtenido de Arrancia Com Products S AdeC.V.,
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5.4 - PARAMETROS A OBSERVAR RELACIONADOS CON EL
DESARROLLO DE LAS CRIAS

Cuando nacieron las crias (dia 22 de gestacion), se les peso en una Balanza
Sartorius ® sensibilidad 0.001 y con la ayuda de un vemier se les midio el
diametro cefalico, diametro abdominai, talla y distancia ano-genital, cuidando de
que no pasaran mas de 10 h para el registro de los parametros. La distancia ano-
genital fue definida como la distancia entre el borde anterior del ano y el borde

posterior del genital %7

Figura 7 Medicidn del diametro
abdominal
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5.5 OBTENCION DE MUESTRAS DE SUERO

a) Ratas madre:

Las muestras de suero de las ratas madre se tomoé al dia 19 de gestacion,
entre las 9:00 y las 11:00h, para la posterior cuantificacion de corticosterona. La
muestra de sangre fue tomada por corte del extrermo de la cola sin anestesiar a la
rata, recibiéndola en un tubo de vidrio de borosilicato, sin anticoagulante.

Las muestras fueron centrifugadas a 1000 rpm por 15 min a 4°C en una
centrifuga SORVALL® modelo RT-7 y el suero recuperado fue guardado a -20°C

hasta su analisis.
b) Cnias:

La muestra de sangre se les tomo a las crias al dia 2 de vida, entre las 9:00
y las 11:00h, por puncién cardiaca con una jeringa para insulina con aguja calibre
25G, previa anestesia con éter y separandolas de las madres por lo menos dos
horas antes de ia toma de muestra, las crias que sobrevivieron a la toma de
muestra se sacrificaron al final de! procedimiento por dislocacion cervical.

Se colectd la sangre y se registré el peso de sus organos. La sangre fue
centrifugada a 1000 rpm por 10 min a 4°C en una centrifuga EPPENDORFF®
modelo 5417R y el suero recuperado se guardo a -20°C hasta su analisis.

5.6 CUANTIFICACION DE CORTICOSTERONA EN SUERO POR
RADIOINMUNOANALISIS

Las concentraciones de corticosterona fueron determinadas en muestras de
suero, en el caso de las madres al dia 19 de gestacion y en el de crias al dia 2 de
vida, usando un “kit" adquirido de Diagnostic Products Corporation (Los Angeles,
CA). En el caso de las crias, el suero de una camada fue mezclado para generar
cada muestra para la cuantificacion de corticosterona. Las muestras se
descongelaron justo unos minutos antes de empezar con el procedimiento de
cuantificacion.
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5.6.1 Procedimiento para la cuantificacion de corticosterona de rata
en suero.

Material incluido en el “kit™
v Tubos de polipropileno de 12 x 75 mm, los cuales ya traen adheridos

v
v

anticuerpos contra corticosterona de rata.
Solucion de corticosterona de rata marcada con 1'%,
Soluciones de corticosterona a diferentes concentraciones (calibradores)

preparadas con suero de rata libre de corticosterona.

. Etiquetar por duplicado tubos de polipropileno de 12 x 75 mm como T

(cuentas totales).

Rotular 16 tubos de polipropileno de 12 x 75 mm para la curva de

calibracién y marcar adicionalmente suficientes tubos para las muestras y

controles.
CONCENTRACION DE LOS CALIBRADORES
Calibrador Concentracion de corticosterona (ng/ml)
A(Maximo enlace) o
B 20
C 50
D 100
E 200
F 500
G 1000
H 2000

Colocar 50 ul del calibrador A en los tubos etiquetados como A y asi

’ mismo poner 50 ulL de cada calibrador, controles y muestras en los tubos

comrrespondientes, colocar las muestras directamente en el fondo del tubo.

Adicionar 1.0 mL de corticosterona de rata marcada con |'>®> a cada tubo y
agitar.

Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente
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6. Decantar completamente el contenido de cada tubo removiendo la mayor
cantidad de liquido posible.

7. Contar durante un minuto en un contador de radiaciones Gamma.
5.7 ANALISIS ESTADISTICO.
Para los resuitados de peso corporal, alimento consumido, peso de érganos
y concentracion hormonal se empled una prueba de t de student considerando el

valor de 0.05 como el nivel minimo de significancia. En todos los casos el analisis
estadistico se realizé empleando la version 5.0 de Sigma Stat.
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6.1 EFECTO DE LA DIETA SOBRE EL PESO CORPORAL, LA
INGESTA DE ALIMENTO Y LA CONCENTRACION DE
CORTICOSTERONA MATERNA.

6.1.1 Peso corporal materno.

El tratamiento durante la gestacion con la dieta restringida (10% de caseina)
no altero el peso corporal de las madres. Como se aprecia en la figura 9, los
grupos experimentales aumentaron de peso de modo similar durante la
gestacion, aunque se aprecia que las ratas madre del grupo control tuvieron un
ligero aumento de peso, aunque no significativo, hacia el final de la gestacion.

390
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Dias de gestacion

Figura 9 Peso corporal matemo durante la gestacién. Los datos son expresados como la media x EE
(n = 6 animales/grupo).

6.1.2 Consumo de alimento materno.

El tipo de dieta no influyé de manera significativa en el consumo de alimento
matemo ya que éste fue analogo en los dos grupos experimentales durante el
tratamiento en el periodo de gestacion (figura 10). Al parecer, la reducciéon del
contenido de proteina en la dieta restringida no fue suficiente como para influir en
el consumo de alimento en el grupo restringido.
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Figura 10 Consumo de alimento de las madres durante la gestacion. Los datos son expresados como la media + EE
(n = 6 animales/grupo).

También es importante mencionar que del total de las madres del grupo
restringido sélo el 52.9% tuvieron su parto a los 22 dias de gestacion, mientras
que para el grupo control la cifra fue del 75%. El resto de las madres de ambos
grupos tuvieron un retraso de aproximadamente 7 horas en el parto.

6.1.3 Concentracion de corticosterona materna.

Sin embargo la concentracidn de corticosterona matema al dia 19 de
gestacion fue significativamente diferente (figura 11), se observa que las madres
que se alimentaron con dieta restringida tuvieron un incremento en la
concentracion circulante de corticosterona (444.6 + 91.6 ng/mL) con respecto a
las madres alimentadas con dieta control (280.7 + 31.9 ng/mL).
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Figura 11 Concentracion de corticosterona matema al dia 19 de gestacion. Los datos son expresados como la media
% EE (n = 6 animales/grupo). * p<0.01 vs. grupo control.
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6.2 EFECTO DE LA DIETA SOBRE EL PESO CORPORAL, LA
CONCENTRACION DE CORTICOSTERONA Y OTROS PARAMETROS
EN LAS CRIAS AL NACIMIENTO.

a) Hembras al nacimiento.
6.2.1 Peso corporal y talla

Al nacimiento de las crias, observamos que en su peso corporal habia
diferencias significativas (p<0.01). Las crias hembra de madres alimentadas con
dieta restringida nacieron con menor peso que las crias hembra de madres
alimentadas con dieta control (5.695 + 0.1 g vs. 6.07 + 0.08 g respectivamente,
figura 12).

o
o

Peso corporal (g)
[}
o

o
o

1' 1
0.0 4 Control Restringido

Figura 12 Peso corporal al nacimiento de crias hembra. Los datos son expresados como la media + EE (Grupo
control n = 53 animales, Grupo restringido n = 66 animales). * p<0.01 vs. grupo control.

La talla al nacimiento no fue estadisticamente diferente entre los
tratamientos (49.298 + 0.27 mm del grupo control vs. 49.274 + 0.27 mm del
grupo restringido),
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6.2.2 Distancia ano-genital.

En lo que respecta a la distancia ano-genital (DAG) si se encontraron
diferencias significativas (p<0.001). Las hembras nacidas de madres alimentadas
con dieta restringida (caseina al 10%) tuvieron una mayor distancia ano-genital
que las hembras que nacieron de madres alimentadas con dieta control (1.52 +
0.04 mm vs. 1.31 £ 0.02 mm respectivamente; figura 13)
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Figura 13 Distancia ano-genital de crias hembra al nacimiento. L.os datos son expresados como la media + EE
{Grupo control n = 53 animales, Grupo restringido n = 66 animales). * p<0.001 vs. grupo control.

La distancia ano-genital (expresada con respecto al peso corporal) también
fue diferente (p<0.001), las hembras del grupo restringido tuvieron mayor
distancia con respecto al grupo control (0.27 + 0.009 mm/g vs. 0.22 + 0.004 mm/g
respectivamente; figura 14). La distancia ano-genital puede variar como una
funcién de la exposicion prenatal a androgenos pero también como una funcién
de la talla o longitud corporal por lo que se ha determinado que la distancia ano-
genital y el peso corporal estan significantemente relacionados y que el cociente
entre estos dos Ultimos parametros da un dato mas real que el de la distancia
ano-genital solo, ademas de que la transformacion de esos datos al cociente
proporcionan pequerias varnaciones y diferencias numeéricas con respecto al dato

de la distancia ano-genital sin tratar®.
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Figura 14 Distancia ano-genital de crias hembra al nacimiento (Expresada con respecto al peso corporal). Los datos
son expresados como la media x EE (Grupo control n = 53 animales, Grupo restringido n = 66 animales). * p<0.001
vs. grupo control.

6.2.3 Concentracion de corticosterona

Por lo que respecta a la concentracion de corticosterona entre los grupos
experimentales, observamos que en las hembras hubieron diferencias
significativas (p<0.001). Las hembras del grupo restringido tuvieron menor
concentracion de corticosterona al dia 2 de vida que las hembras del grupo
control (97.6 + 5.3 ng/mL vs. 132.4 + 6.9 ng/mL respectivamente; figura 15).
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Figura 15 Concentracion de corticosterona en crias hembra al nacimiento. Los datos son expresados como la media
+ EE (Grupo control n = 7, grupo restringido n = 10).” p<0.05 vs. grupo control.
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La tabla 2 resume los resultados obtenidos de los diferentes parametros
observados, se aprecia que hay diferencia significativa en el diametro abdominal
(p<0.01) pero no en el diametro cefalico ni en la relacion cefalica/abdominal.

Tabla 2 Parametros del desarrollo de hembras al nacimiento.

PARAMETROS OBSERVADOS

GRUPOQ CONTROL RESTRINGIDO

Peso corporal (Q) 6.078 + 0.081 5.695+ 0.100°

Talla (mm) 49.298 +0.273 49.274 + 0.278
Distapcia Ano-genital A(mm) 1.313+ 0.022 1.524 + 0.043°
D's‘a”?:qg'/g‘ge”"a' 0.221+0.004 0.274 + 0.009°
Diametro cefalico (mm) 10.891 £ 0.065 10.678 + 0.074

Diametro abdominal (mm) 13.982 + 0.107 13.579+0.102%
Relacién cefélia/abdomina! 0.781 + 0.006 0.788 + 0.006

Los datos son expresades como la media + EE (Grupo control n = 53, grupo restringido n = 66). “p<0.01 vs. control,
"p<0.001 vs. control

En la tabla 3 se observan los pesos de varios organos de las hembras al
nacimiento, ademas del porciento de los mismos expresado con respecto al peso
corporal. Notamos que los 6érganos del area del abdomen en las hembras del
grupo restringido tienen menor peso con respecto al grupo control, mientras que
en los drganos como el cerebro y el pulmén no hay diferencias significativas en
sus pesos entre los tratamientos.

Tabla 3 Peso de érganos de hembras al nacimiento.
PESO DE ORGANOS EN HEMBRAS

GRUPOS CONTROL _ RESTRINGIDO
Peso del a % en Peso del % en
Rirfén 0.044040.002 0.581+0.012 0.0389+0.001° 0.594+0.014
izquierdo
Rifion 0.045440.002 0.5941+0.014 0.0415+0.001 0.637+0.013°
derecho
Higado 0.328+0.007 4.37440.082 0.2511+0.011° 3.79340.086°
Bazo 0.0271+0.002 0.3544+0.017 0.0254+0.002 0.38210.024
Pancreas 0.011310.001 0.15110.013 0.0133+0.001 0.204+0.014°
Cerebro 0.3691+0.012 4.84340.199 0.327+0.008° 5.080£0.142
Pulmoén 0.1274+0.003 1.68940.030 0.117+0.004 1.78240.042
Corazdn 0.064240.002_ 0.855+0.026 0.0581+0.003 0.879+0.039

Los datos son expresados como la media + EE (Grupo control n = 26, grupo restringido n = 31). *p<0.05 vs. control,
®p<0.01 vs. Control, p<0.001 vs. control.
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b) Machos al nacimiento.

6.2.4 Peso corporal y talia

Al nacimiento no se presentaron diferencias en el peso corporal (6.33 £ 0.08
g del grupo control vs. 6.19 + 0.10 g del grupo restringido) ni en la talla entre
tratamientos (50.58 + 0.25 mm grupo control vs. 50.67 + 0.30 mm grupo
restringido).

6.2.5 Distancia ano-genital

Hay diferencia estadisticamente significativa en la distancia ano-genital
(p<0.001). Los machos del grupo restringido presentaron una mayor distancia
ano-genital que los del grupo control (3.68 £ 0.07 mm vs. 3.28 £ 0.05 mm
respectivamente; figura 16). Los machos del grupo restringido tuvieron mayor
distancia ano-genital (expresada con respecto al peso corporal) que los machos
del grupo control (0.59 + 0.014 mm/g vs. 0.52 + 0.009 mnmv/g respectivamente;

figura 17).
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Figura 16 Distancia ano-genital de crias macho al nacimiento. Los datos son expresados como la media + EE (Grupo
control n = 52 animailes, Grupo restringido n = §5 animales). * p<0.001 vs. grupo control.
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Figura 17 Distancia ano-genital de crias macho al nacimiento (Expresada con respecto al peso corporal). Los datos
son expresados como la media = EE (Grupo control n = 52 animales, Grupo restringido n = §5 animales). * p<0.001
VS, grupo control.

6.2.6 Concentracién de corticosterona

Observamos que la concentracion de corticosterona en los machos resulté
significativamente diferente (p<0.001), los machos del grupo restringido tuvieron
menor concentracion de corticosterona circulante que los del grupo control (84.5
+ 3.14 ng/mil vs. 167.5 + 27.40 ng/mL respectivamente; figura 18).
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Figura 18 Concentracion de coricosterona en crias macho al nacimiento. Los datos son expresados como la media +
EE (Grupo control n = 5; grupo restringido n = 8 animaies). * p<0.05 vs. grupo control.
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En la tabla 4 se resumen los resultados obtenidos en los diferentes
parametros observados en los machos, destacan las diferencias que hay en el
diametro de la cabeza (p<0.01) y en el diametro del abdomen (p<0.05) en los
cuales, los machos del grupo restringido son mas pequenos

Tabla 4 Parametros del desarrollo de machos al nacimiento.

PARAMETROS OBSERVADOS

GRUPO CONTROL RESTRINGIDO
Peso Corporal (g) 6.331 £ 0.088 6.190+0.105
Talta (mm) 50.578 + 0.248 50.673 + 0.298
Distancia Ano-genital (mm) 3.282 + 0.049 3.685 + 0.069°
Distancia Ano-genital 0.525 + 0.009 0.591 ¢ 0.014°
(mm/g)
Diametro cefalico (mm) 11.002 + 0.066 10.758 + 0.066°
Diametro abdominal (mm) 14.133+0.122 13.827 +0.111°
Relacion Cefalica/Abdominal 0.780 + 0.006 0.780 + 0.005

Los datos son expresados como la medna + EE (Grupo control n = 52, grupo restringido n = §5).
°n<0.05 vs. control, °p<0.01 vs. control, “p<0.001 vs. control.

Es de llamar la atenciéon que los érganos del area del abdomen de los
machos al nacimiento no tuvieron diferencias significativas en su peso, excepto el
higado; tabla 5, el cual es uno de los érganos que ocupan mayor espacio en esta
region. En lo que concieme al cerebro no se observa diferencia en cuanto a su
peso, pero si hay diferencia en el porciento expresado con respecto al peso
corporal debido a que los machos del grupo restringido son mas pequerios que
los del grupo control.

Tabla 5§ Peso de érganos de machos al nacimiento.
PESO DE ORGANOS EN MACHOS

GRUPO CONTROL RESTRINGIDO
Peso del organo % en peso Peso del érgano % en peso
Rifién 0.0393+0.002 0.529+0.017 0.0416+0.002 0.589+0.026
izquierdo
RiA6N 0.0464+0.002 0.551+0.016 0.042340.002 0.589+0.020
derecho
Higado 0.318+0.008 4.4391+0.142 0.274+0.010° 3.82510.077°
Bazo 0.0267+0.002 0.357+0.023 0.02584+0.001 0.361+0.019
Pancreas 0.0148+0.002 0.205+0.038 0.010840.001 0.151+0.009
Cerebro 0.330+0.0105 4.51040.102 0.346+0.009 4.866+0.085"
Pulmon 0.1244+0.004 1.69540.025 0.12340.004 1.71640.027
Corazén 0.0581+0.003 0.791+0.039 0.0595+0.003 0.830+0.039

Los datos son expresados como la media + EE (Grupo control n = 22, grupo restningido n = 24). “p<0.01 vs. control,
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Se ha establecido que la disponibilidad de alimento influye en la ritmicidad
del eje HHA. El hambre y la desnutricidn aumentan la actividad del eje HHA en
humanos y ratas e inducen, en estos ultimos, hipertrofia adrenal e incremento
en las concentraciones circulantes de corticosterona®’.

En ratas adultas, la deficiente alimentacion acrecienta la actividad del eje
HHA y rompe el ritmo diario normal de la corticosterona circulante, la cual
muestra aitas concentraciones mantenidas durante el dia. Sin embargo, los
mecanismos por los cuales la restriccion alimenticia activa el eje HHA no son
totalmente conocidos. Ellos pueden implicar mayor sintesis y secrecion de
ACTH, mejoramiento en la sensibilidad de la glandula adrenal a la ACTH o
disminucién en el nimero de receptores para glucocorticoides (GR)%.

También, ha sido bien establecido que los cambios hormonales que una
madre usa para responder a una deficiencia de proteina durante el embarazo
son similares a aquellos que ocurren en situaciones de estrés no nutricional en
humanos?.

En los resultados de este trabajo hemos observado que hay un ligero
aumento de peso corporal (aunque no significativo) en las madres del grupo
control hacia el final de la gestacion, es decir, que éstas ultimas conservaron su
peso mientras que en las madres del grupo restringido disminuyod ligeramente, y
es posible que esto se deba a un intento de las madres del grupo restringido por
compensar la restriccion proteinica a la que estuvieron sometidas a lo largo de la
gestacion, aun cuando comieron cantidades similares de alimento pero de
diferente tipo de dieta.

Como era de esperarse, la concentracion de corticosterona matema al dia
19 de gestacion fue mayor en la madres del grupo restringido que en las del
grupo control, este aumento fue producto de! estrés ocasionado por la dieta
restringida. Regresando al intento de la madre por compensar la restriccion
proteinica, ésta debié producir y secretar mayor cantidad de ACTH y como
resultado de esto nos encontramos con una mayor cantidad de corticosterona la
cual tiene, entre sus multiples efectos, el de secretar glucosa del higado, grasa
de las reservas de grasa y aminoacidos de las proteinas y de este modo las ratas
madre pudieron haber ayudado a la nutricion y desarrollo de sus crias durante la
gestacion, efecto que quizas se observe también en la lactancia.

En recientes publicaciones se ha reportado la disminucion del RNA
mensajero de la enzima 118HSD2 en la placenta de ratas prefiadas sujetas a
restriccion alimenticia, produciendo una reduccién en la concentracion de la
enzima lo cual tiene el efecto de sobreexponer a los fetos a altas concentraciones
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de corticosterona de origen matermo, ya que esta enzima se encarga de proteger
al feto de algin aumento en la concentracion de glucocorticoides matemos®’.
Cuando se realizd la cuantificacion de corticosterona en las crias al dia dos de
vida se observé que, hembras y machos, del grupo restringido tenian menor
concentracion de corticosterona que las crias del grupo control, esto pudo ser
debido a la disminucion en la concentracion circulante de ACTH ocasionada por
la cantidad tan alta de corticosterona a la que estuvieron expuestas las crias al
término de la gestacion. La gran concentracion de corticosterona materna en el
grupo restringido debié actuar a nivel de hipotalamo y/o de hipdfisis en las crias
causando la disminucion en la secrecion de CRH y ACTH respectivamente y el
efecto de esto es una baja en la produccion de esteroides adrenales fetales,
entre ellos la corticosterona, ejerciéndose de este modo el efecto de
retroalimentacion negativa en el eje HHA de las crias.

Ademas de que la rata nace mas inmadura que el ser humano, ambos son
susceptibles de alteraciones por la sobreexposicion a glucocorticoides en la
maduracion de sus organos y sistemas, entre ellos los ejes HHA y HHG
(hipotalamo-hipofisis-gonada).

La distancia entre e! ano y el genital en recién nacidos en varias especies,
incluyendo a ia rata y al raton, es un marcador extemo de diferenciacién sexual,
siendo esta distancia mayor en los machos, esta diferencia es debida a la accion
de androgenos testiculares fetales™.

Debido al rol determinativo del sistema endocrino asi como a la facilidad con
la que se mide la distancia ano-genital, esta ultima ha sido usada frecuentemente
como indice de diferenciacion sexual, es decir, como un posible recurso para
indagar si concentraciones significantes de andrégenos estuvieron presentes
durante la ultima porcién del periodo fetal®.

El estrés matemo afecta el eje reproductivo, incluyendo el cerebro, la
hipofisis y las gonadas, y un significativo incremento en la concentracion de
glucocorticoides en madres ha sido asociado con retraso o deterioro en el
desarrollo de érganos sexuales en crias macho de rata®.

El incremento en la distancia ano-genital en las crias como resultado del
tratamiento con la dieta restringida indica algun grado de masculinizacion. Este
proceso pudo ser llevado a cabo por andrégenos adrenales secretados en
cantidades significativas por las adrenales matemas debido al estrés causado
por el tratamiento con la dieta restringida, éstos debieron cruzar la barera
placentaria, al igual que los glucocorticoides y actuar directamente en los fetos.

Recientemente se ha encontrado que en el ratén existen dos poblaciones de
células de Leydig (la poblacion fetal y la poblacién adulta) que se desarrollan
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secuencialmente. La primera aparece poco después de la diferenciacion de los
testiculos in utero y desaparece cuando la poblacion adulta se incrementa,
alrededor del dia 7 de vida en el ratén*?. Las ceélulas de Leydig fetales expresan
receptores para melanocortinas de los cuales el receptor Mc2r es de nuestro
particular interés, ya que este es el unico que responde a ACTH pero no a a-
MSH en el testiculo fetal en el raton por lo que se ha demostrado que la
prodnsgién de androgenos por el testiculo fetal puede ser regulada por la
ACTH™.

Entonces, si las madres del grupo restringido ademas de producir gran
cantidad de esteroides adrenales también secretan en grandes cantidades la
homona ACTH, ésta debid de estimular la secrecion de testosterona por los
testiculos de las crias a través del receptor Mc2r y de este modo se pudo
contribuir a la androgenizacion de las crias in utero encontrandonos con mayor
distancia ano-genital en las crias del grupo restringido respecto al control.

El aumento en la distancia ano-genital debid haber sido un efecto
combinado entre los androgenos adrenales de la madre y los producidos por los
testiculos fetales en los machos.

Cabe senalar que la expresion del receptor Mc2r en las células de Leydig
del raton disminuye significativamente después del nacimiento y que dicha
disminucion coincide con el aumento de la elevacion de la poblacion adulta de
células de Leydig. Por lo que la ausencia de sensibilidad a ACTH en las células
de Leydig adultas es importante para asegurar que su funcionamiento sea
independiente del eje HHA logrando mayor control de su actividad en eventos
tales como la pubertad*?.

Por lo que se ha hallado en los machos, en cuanto a la estimulacion en la
produccién de androgenos testiculares por la ACTH, nos hemos hecho la
hipétesis de que ocurra un efecto similar en las hembras por {o que también haya
estimulacion en sus génadas para la produccion de androgenos.

Un efecto mas de la sobreexposicion a glucocorticoides puede ser la
disminucibn en la capacidad reproductiva debido a cambios en el
comportamiento sexual, en el nimero de copulaciones completas, en el niumero
de eyaculaciones, entre otras cosas®*’.

L_os datos presentados sostienen la idea de que las crias expuestas a altas
concentraciones de glucocorticoides in utero exhiben cambios sostenidos en la
programacion de los ejes HHA y HHG.

En ciertas publicaciones se ha visto que Ia sobreexposicion de los fetos a
altas concentraciones de glucocorticoides trae consigo el retraso en el
crecimiento intrauterino (IURG)*>? el cual pudo verse con claridad en el peso
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corporal de las crias, el cual tendi® a ser menor en el grupo restringido, tanto en
hembras como en machos, aunque sdlo en las hembras la diferencia fue
estadisticamente significativa, de este modo vemos que el efecto por la
sobreexposicion a glucocorticoides es diferente entre sexos.

Las crias de las madres que estuvieron expuestas a la restricciéon proteinica
pagaron el precio de sacrificar su crecimiento a favor de su cerebro ya que parte
de las consecuencias de la restriccion proteinica es la desaceleracion del
crecimiento fetal en la porcion final de la gestacion dando como consecuencia el
retraso en el crecimiento intrauterino®.

También se observé que el diametro del abdomen en las crias, hembras y
machos, de las madres del grupo restringido fue menor que el del grupo control,
esto pudo deberse a que si durante el desarrollo de los fetos se encuentran ante
una situacion adversa, en este caso la desnutricion proteinica, el feto reacciona
tratando de dirigir hacia su cerebro la mayor cantidad de oxigeno y nutrientes
para que este érgano alcance un buen desarrollo, los fetos tratan de compensar
las deficiencias encontradas procurando que el cerebro se desarrolle al maximo
posible y por esto aunque el desarrollo de sus otros érganos continua, éste se
lleva a cabo de manera inadecuada o deficiente.

Observamos, una vez mas, que la restriccion proteinica afecté de manera
diferente entre sexos, ya que en las hembras del grupo restringido se distinguio
mayor tendencia a que los organos del area del abdomen tuvieran menor peso.
Mientras que en los machos solo el higado fue quien mostré diferencia
estadisticamente significativa.

Es posible que un efecto mas de la desnutricion haya sido la alteracion en la
cantidad y/o distribucién de receptores de glucocorticoides (GR), mediante los
cuales se lleva a cabo la retroalimentacion negativa. La sobreexposicion a
glucocorticoides a la que estuvieron expuestas las crias durante la gestacion
pudo alterar la cantidad de tales receptores, los cuales se encuentran
ampliamente distribuidos en diversos o6rganos, y debido a esto haya
modificaciones en la regulacion del eje HHA por lo que ésta no se lleve a cabo
adecuadamente.
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& CONCLOSIOVES

La dieta baja en proteina, durante la gestacion de la rata, causa incremento
en la concentracion de corticosterona matema lo cual conlleva a la posible
alteracion en la programacion del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal fetal.

La desnutricion proteinica intrauterina en la rata afecta el desarrolio de las
crias en forma diferente entre sexos.

El aumento en la producciéon de corticosterona materna durante la
gestacion senala hacia el aumento de otros esteroides adrenales como
androgenos y/o sus precursores provocando que la distancia ano-genital
en las crias se vea afectada en el grupo restringido.

El aumento en la concentracion de corticosterona sugiere el aumento en la
secrecion de ACTH y que ésta a su vez estimule la produccion de
testosterona en los testiculos fetales contribuyendo a la masculinizacion de

las crias.
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