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RESTUMEN

EFECTOS TRANSGENERACIONALES DE LA DESNUTRICION PROTEINICA
MATERNA DE LA RATA SOBRE EL METABOLISMO DE GLUCOSA E
INSULINA Y LAS CONCENTRACIONES DE LEPTINA DE LAS CRIAS

El término de programacion fetal o del desarrollo ha sido aplicado para describir el proceso
en el cual condiciones subdptimas en periodos criticos del desarrollo intrauterino, tienen
consecuencias en la salud del feto en la vida adulta. Los factores ambientales como la
desnutricion, programan permanentemente la fisiologia y metabolismo de los tejidos y
sistemas del organismo. Modificaciones en la morfologia y funcién de los islotes
pancredticos del feto ocasionan cambios en el metabolismo de glucosa e insulina, mientras
que alteraciones en periodos criticos del desarrollo del tejido adiposo fetal, puede modificar
las concentraciones séricas de leptina en la vida adulta.

Los efectos de la programacion fetal no sélo se limitan a la primera generacion, sino que
pueden tener consecuencias en la salud de las siguientes generaciones. La alteracion del
ambiente metabolico y endocrino de ratas gestantes desde su propia vida fetal, pueda afectar
la salud y crecimiento de sus crias.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de la restriccion proteinica materna de la
rata en las crias de la primera y segunda generacion. Se experimenté con el uso de dos tipos
de dietas, ambas isocaldricas, pero diferentes en el contenido de proteina; una con la
cantidad normal de proteina (dieta control: C) y la otra con la mitad de ésta (dieta
restringida: R). De esta manera se logré la restriccion proteinica en ratas de
experimentacion durante la gestacién y/o la lactancia. Se observo el efecto de la
desnutricién sobre el metabolismo de glucosa e insulina asi como la concentracion de
leptina en suero de sus crias. A su vez, se estudio el efecto de la restriccion proteinica en las
crias de la segunda generacion.

Para el desarrollo experimental de este trabajo, se utilizaron ratas de experimentacion
prefiadas (F0). Los grupos experimentales fueron: control (CC), restringido durante el
embarazo y la lactancia (RR), restringido tinicamente en el embarazo (RC) o durante la
lactancia (CR). Después del destete (dia 21), todas las crias consumieron dieta control hasta
finalizar el experimento. Las crias hembras de la primera generacion (F1), al llegar a la edad
adulta fueron apareadas. Las crias hembras y machos (F2), provenientes de los 4 grupos
experimentales de la generacion cero (FO) fueron estudiados en peso corporal, ingesta de
alimento y leptina, asi como glucosa e insulina.

Se observé que a la edad adulto joven, los machos (F2) cuyas abuelas (FO) fueron
desnutridas durante la lactancia (RR y CR), tuvieron menor peso corporal e ingesta de
alimento respecto al grupo control. Este efecto también se presenté en las hembras (F1) las
cuales ademas mostraron menores concentraciones de leptina en estos grupos, en
comparacién con el grupo control. Respecto al metabolismo de glucosa e insulina se vio
que las hembras (F1) de madres (F0) desnutridas durante la lactancia (RR y CR), a pesar de
haber mostrado ser sensibles a la accién de la insulina, sus crias machos (F2), en especial
los del grupo CR, mostraron altas concentraciones insulina, lo cual impacta en el
metabolismo de glucosa desarrollando intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina en
la edad adulto joven. Las hembras (F2) cuyas abuelas fueron desnutridas unicamente
durante la gestacion (RC) mostraron altas concentraciones de insulina, lo cual puede
originarse por alteracion del ambiente intrauterino de sus madres. Las hembras madres (F1)
pudieron haber desarrollado diabetes durante la gestacién, como consecuencia de la



alteracion hormonal del ambiente intrauterino, lo cual repercute en la salud de sus propias
crias en la vida adulta.

Como conclusiones, la restriccion proteinica materna de la rata presenta efectos
transgeneracionales sobre el crecimiento y metabolismo de glucosa e insulina de las crias
cuyas abuelas fueron desnutridas durante la lactancia. Las adaptaciones fetales a la
desnutricién proteinica materna alteran no soélo la salud de las hembras de la primera
generacion (F1) en la vida adulta, sino también la salud y desarrollo de las crias de la
segunda generacion (F2). Este efecto transgeneracional de la desnutricién proteinica
materna fue diferente entre sexos.
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1.1 NUTRICION FETAL

El desarrollo organico del individuo depende de las condiciones nutritivas que haya tenido
durante la vida intrauterina y el periodo postnatal.

Numerosos factores interactuan para determinar el progreso y el resultado del embarazo.
Aunque todavia falta mucho por conocerse sobre la funcién que desempeiia la nutricion en
la modificacién de este proceso, es ampliamente aceptado que el estado nutricional de la
mujer embarazada afecta el resultado de su embarazo. Esto es muy cierto con respecto al
peso al nacimiento de su bebé, un factor relacionado con el riesgo de resultados adversos a
largo plazo para su salud. *

El ambiente intrauterino en el que vivimos establece el que alcancemos un crecimiento
pleno y potencial, lo cual constituye un mayor efecto que el de los genes. El ambiente
intrauterino de la madre actia como una poderosa condicionante del desarrollo durante la
vida fetal. El crecimiento normal del feto implica un progreso ordenado y secuencial de
divisiones y movimientos de las células, cambios en la adhesion de éstas y finalmente
muerte celular. También implica la continua interaccion de los reguladores genéticos de los
cromosomas (el genoma) y nutrimento (entorno). El potencial del genoma se vera
constantemente modificado por los factores del entorno.*

Los factores nutricionales y hormonales son determinantes en el crecimiento y desarrollo
del feto ¥, pero en particular depende de los nutrimentos y el oxigeno que recibe de la
madre. El suministro de nutrimentos al feto es la principal influencia que regula su
crecimiento y depende del estado de salud de la madre, de su composicién y talla corporal,
su alimentacion durante el embarazo, un buen funcionamiento de su corazoén, asi como de
la funcion placentaria y del flujo uteroplacentario, del estado enddcrino y cardiovascular
del feto e incluso de la historia prenatal de la madre.®?* Por lo tanto, la nutricién de la madre
afecta de manera determinante el crecimiento y la nutricion del feto.

El feto s6lo puede obtener nutrimentos por medio de la placenta, un érgano vivo que utiliza a
la glucosa como fuente de energia para realizar sus actividades. La sangre de la madre nunca
llega a estar en contacto directo con la del feto, por lo que todos los componentes basicos que
el feto necesita tienen que atravesar las células de la placenta para alcanzar la sangre del feto

y asi llevar a cabo la absorcion de nutrimentos. La placenta es la tnica via por la cual el feto

e
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que esta creciendo y desarrollandose, puede obtener los constituyentes basicos que necesita,
como son la glucosa, amino4cidos. lipidos, agua. minerales y vitaminas. Si la madre lleva una
dieta sana, su sangre contendra todos los componentes basicos que el feto necesita para la

formacion de sus tejidos asi como para el suministro de energia.*
1.1.1 Desarrollo fetal y Desnutricién

El feto crece de acuerdo a un programa perfectamente elaborado. que evoluciona de un
modo preciso de una etapa a la siguiente, con un orden preestablecido. En el itero, el feto
debe desarrollar una serie de sistemas que le ayudaran a enfrentarse a un entorno que aun le
es ajeno. La informacion necesaria para que pueda responder adecuadamente en ese mundo
exterior esta contenida en los genes. Gracias a esta informacion el feto puede responder a
los cambios y alteraciones que le impone la actividad de su madre la cual incluye factores
relacionados con sus hébitos y estilo de vida, situaciones sobre las que el feto no tiene
control pero contra las que puede protegerse aportando respuestas apropiadas.**

Durante el desarrollo intrauterino las células se reparten para formar los distintos 6rganos
que conformarin el cuerpo del feto, cada una de ellas conserva ciertas caracteristicas y
pierde otras. 644 Existen dos caracteristicas distintas y hasta cierto punto contrapuestas en el
desarrollo de las células. Se trata del crecimiento y la diferenciacion. El crecimiento es una
actividad demandante para las células ya que tienen necesidades energéticas y estructurales
mucho més grandes que las células que han completado su crecimiento y se han establecido
para llevar a cabo su propia funcion.*

Cada tipo de célula es un ejemplo de diferenciacion, cuyo papel es asegurar que queden
convenientemente cubiertas todas las necesidades del organismo. Durante este proceso una
célula se concentra sobre algunas de sus capacidades, excluyendo a otras formando asi tejidos
nuevos o de reemplazo. Una vez tomada la decisién ya no hay posibilidad de retroceder.
Hasta cierto punto, el crecimiento y la diferenciacién se excluyen mutuamente. En etapas
criticas de desarrollo, las células deben decidir entre continuar su division para producir mas
células o especializarse para llevar a cabo una funcion en particular. Una vez que la célula se
ha diferenciado ya no suele crecer mas y concentra sus actividades en las funciones

especializadas que ha asumido en nombre de las demas células del cuerpo. Sin embargo,
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existen tejidos que mantienen una reserva de células primitivas e indiferenciadas, que pueden
dividirse cuando se les necesita para reemplazar a las células que van muriendo.**

La morfologia final del cuerpo de un adulto y su correcto funcionamiento dependerdn de que
cada una de las células haya tomado las decisiones correctas. El cuerpo es una sociedad
compuesta de un gran nimero de células distintas, destinadas a diversos tejidos con el fin de
realizar funciones especializadas. El correcto desarrollo del embrion depende del éxito de la
comunicacién intercelular. En todas las fases de crecimiento y diferenciacion, las células
necesitan informacion e instrucciones para poder responder de forma adecuada a los
estimulos de su entorno. **

Asi como algunas células se dividen para formar las distintas partes del cuerpo, otras
elaboran la placenta y las membranas que formaran una bolsa a su alrededor para protegerlo
y aislarlo. La placenta crece mas rapidamente que el feto durante las primeras etapas de la
gestacion. De esta forma, puede desarrollar su capacidad de abastecer al feto con todos los
nutrimentos que necesitard en cuanto empiece a crecer rapidamente durante el ultimo
trimestre de la gestacion. **

La placenta tiene que cubrir sus propias necesidades nutricionales a lo largo del embarazo
para poder crecer y cumplir su funcion, por lo que en tiempos de escasez y en los que la
nutricion de la madre se vea afectada, la placenta y el feto pueden terminar compitiendo. La
placenta puede tomar para si los nutrimentos que estaban destinados para el feto, de modo
que éste queda privado de parte de los nutrimentos que necesita. Si esto sucede, el feto
puede no tener mas alternativa que vaciar sus propias y escasas reservas, aumentando su
demanda de nutrimentos.

Cuando la demanda nutricional del feto es mayor que el aporte placentario, se desencadena
la desnutricién fetal (Fig. 1.1). El feto humano es capaz de adaptarse a la desnutricion. Sus
respuestas incluyen cambios metaboélicos, redistribucién del flujo sanguineo y cambios en
la produccién fetal y placentaria de hormonas reguladoras del crecimiento.®

Los mecanismos reguladores de los tejidos de la madre se aseguran que su cerebro esté bien
abastecido de todos los nutrimentos que necesita. Inmediatamente después del cerebro de la
madre viene el del feto. El feto hace todo lo posible para mantener el crecimiento de su
propio cerebro. La desnutricion fetal origina una distribucion selectiva de los nutrimentos

entre los drganos, protegiendo el crecimiento de algunos como el cerebro, mientras que se
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restringe el crecimiento de otros como el higado y otras visceras abdominales. Si el
suministro de oxigeno que recibe se reduce. el feto pondra en marcha mecanismos
reguladores que mantienen e incluso incrementan el caudal sanguineo que va hacia el
cerebro. Una redistribucion similar tendra lugar si son los nutrimentos los que escasean.

Todo esta organizado para minimizar en lo posible cualquier dafio al cerebro. e

Baja composicién
corporal materna

Disminucion del
flujo sanguineo
uteroplacentario

7

Dieta materna
insuficiente

Demanda nutricional > Aporte placentario

DESNUTRICION FETAL

Fig.1.1 Origen de la desnutricién fetal
(FUENTE: Barker, 1998)

La respuesta metabdlica inmediata del feto a la desnutricién es el catabolismo, al consumir
sus propios sustratos para obtener energia. En contraste a su incapacidad de almacenar
oxigeno, el feto si puede guardar reservas de glucosa, que la servirin como fuente de
energia en caso de que la madre no pueda proveerle. La glucosa queda almacenada en
forma de glucdégeno en su corazén, musculos e higado, y en la placenta. Si el suministro de
glucosa que debe recibir el feto disminuyera. el glucégeno almacenado pasaria a la sangre
para que el feto pudiera utilizarlo. Sin embargo, los depésitos de glucogeno del feto son
pequefios y quedaria privado del alimento al cabo de un dia aproximadamente. Si se
gastaran todas sus reservas de glucosa, tendria que destruir sus propios tejidos, tan

recientemente formados, para abastecerse de energia. ***
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El ritmo de crecimiento se establece en el primer trimestre de la gestacion. Un ritmo
acelerado del crecimiento aumenta la demanda de nutrimentos y se refleja en el
mantenimiento de los requerimientos nutricionales, los cuales son mayores en fetos que han
alcanzado un tamafio mas grande como resultado de un ritmo de crecimiento mas rapido.
La desnutricion fetal prolongada se refleja en la disminucion en el ritmo de crecimiento.
Esto hace que la capacidad del feto para adaptarse a la desnutricion, reduzca el uso de
sustratos asi como su metabolismo. Si disminuye el ritmo de crecimiento en el tultimo
trimestre de la gestacion el feto desarrollara 6rganos de tamafios desproporcionados debido
a que los 6rganos y tejidos que estdn creciendo rapidamente en esa etapa de la gestacion
son los mas afectados.’**

Los efectos de la desnutricion fetal dependen de la etapa de la gestacion. Durante el primer
trimestre, la concentracion de nutrimentos influyen en el desarrollo y crecimiento del
embrién. El estado nutricional de la madre influye en el crecimiento y desarrollo del embrion
desde la implantacién en el ttero. El embrion de pocas células es particularmente sensible a
la carencia nutricional. El embrion selecciona el uso de nutrimentos y utiliza piruvato, lactato
y aminoécidos como la glutamina, més que la glucosa. Antes de ser implantado, el embrién
cambia su metabolismo a uno a base de glucosa, por lo que menores concentraciones de
glucosa retardan su crecimiento y desarrollo. Por otro lado, las concentraciones elevadas de
glucosa, condicién presente en la madre diabética, también demora el crecimiento
embrionario. **

Durante el segundo trimestre de la gestacion, la placenta crece mas rapido que el feto, por lo
que la deficiencia de nutrimentos puede afectar el crecimiento fetal cambiando la interaccion
entre el feto y la placenta. La desnutricion materna grave restringe el crecimiento del feto y la
placenta, mientras que durante la desnutricion moderada el crecimiento del feto puede
sacrificarse para mantener la funcién de la placenta.

En el dltimo trimestre de la gestacion, la desnutricion puede resultar en la disminucion
inmediata del crecimiento fetal y alterar la interaccion metabélica entre el feto y la placenta.
La desnutricion prolongada puede disminuir el ritmo de crecimiento fetal de manera
irreversible por lo que hay reduccién del tamafio del bebé al nacer.®’

Condiciones adversas al inicio de la gestacion produce un retardo simétrico en el crecimiento

en donde el cuerpo completo del feto es afectado. El nimero total de células en todas las
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partes del cuerpo es reducido. Por otro lado. condiciones desfavorables a finales de la
gestacion, produce efectos asimétricos los cuales afectan el nimero total de células de los
diferentes o6rganos fetales. Cada 6rgano es afectado de forma distinta de acuerdo al ritmo de
crecimiento de cada uno y dependiendo del tiempo preciso de cuando el feto estuvo expuesto

a la condicién desfavorable, en este caso a la desnutricion fetal. **#

1.1.2 Lactancia y Desnutricién postnatal

Al nacer el bebé e iniciarse la lactancia, en cierta forma se prolonga el proceso de
alimentacion, crecimiento y desarrollo que tuvo durante la gestacion. La diferencia consiste
en que ahora la glandula mamaria ha sustituido a la placenta como proveedor de nutrimentos.
La nutricion de la madre continiia siendo determinante del estado nutricional del nifio en la
vida extrauterina.’

Desde que inicia la vida extrauterina, el recién nacido debe alimentarse adecuadamente, para
lo cual es necesario que coincidan por lo menos tres factores: un aporte de leche de buena
calidad y cantidad, capacidad del recién nacido para succionarla y deglutirla, y un aparato
digestivo sano capaz de absorber el alimento.**

La leche materna es el alimento ideal, en calidad y cantidad, para el recién nacido, siempre y
cuando la madre se encuentre bien nutrida. La leche materna cubre todos los requerimientos
nutricionales del recién nacido durante el periodo postnatal. En la produccion de la leche
intervienen los nutrimentos previamente asimilados por la madre, acumulados en sus tejidos
de reserva.”

La leche materna es una emulsion de agua con lipidos, hidratos de carbono y proteinas (entre
ellas las inmunoglobulinas), ademas de vitaminas y minerales. Las proteinas reciben el
nombre de lactoglobulinas, lactoalbuminas y caseina, y son sintetizadas por las células de la
glandula mamaria a partir de aminoacidos de la sangre. La lactosa, el principal hidrato de
carbono en la leche al igual que las proteinas. es sintetizada por la glandula mamaria. A
diferencia de lo que sucede con la lactosa y las proteinas de la leche, los lipidos no son
sintetizados en la glandula mamaria por lo que son sintetizados y transportados de otros

sitios."®
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La leche humana ademas de proporcionar los nutrimentos adecuados, contiene sustancias con
actividad antimicrobiana y compuestos que actiian como sefiales biologicas para el nifio, que
promueven el crecimiento y diferenciacion celular.
Uno de los factores que més influyen en la composicion de la leche materna es la etapa de la
lactancia en que se encuentre. La fisiologia distingue tres etapas:

a) la etapa inicial en que se produce el calostro;

b) laetapa de transicion; y

c¢) laetapa de estabilizacion en que se produce la leche madura.
Generalmente las dos primeras etapas son muy cortas. En el caso de la lactancia humana, la
primera etapa dura aproximadamente 5 dias, la de transicion de una a dos semanas y la de
estabilizacion, la cual termina con el destete, varios meses. Durante esta ultima etapa la
composicion de la leche es mas estable aunque tiende a diluirse después de cuatro meses. En
la tablal.1 se muestra la composicién quimica de la leche humana madura.
Durante los primeros dias de vida, el recién nacido recibe el calostro, un liquido amarillo
transparente que satisface sus necesidades durante la primera semana. Contiene menos grasa
y carbohidratos, pero mas proteina y mayores concentraciones de sodio y potasio que la leche

madura, **
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Tabla 1.1 Composicion quimica de la leche humana madura.
FUENTE: Bourges,1997.

COMPONENTE CONTENIDO (en100ml)
Agua (g) 87
Lactosa (g) 6.8
Proteinas (g) 1.1
Lipidos (g) 4.5
Vitamina A (mg Eq) 63
Vitamina B1 (mg) 16
Vitamina B2 (mg) 36
Niacina (mg) 147
Vitamina B6 (mg) 10
Vitamina B12 (mg) 0.1
Vitamina C (mg) 43
Vitamina D (U.L) 21
Calcio (mg) 34
Faésforo (mg) 14
Sodio (mg) 0.7
Potasio (mg) 1.3
Energia (kcal) 75

Durante la lactancia, los requerimientos de energia son muy altos, lo cual se compensa con el
aumento en el consumo de alimento. La madre necesita recibir una cantidad adicional de
nutrimentos para cubrir las necesidades impuestas por esta situacion fisiolégica. En la etapa
de plena produccién de leche dichas necesidades son muy importantes, al grado de que
representan aproximadamente el doble de los requerimientos nutricionales de la gestacioén en
la época de mayor crecimiento fetal. '

La capacidad para secretar leche depende del nimero y de la actividad de las células
mamarias; el desarrollo de estas células antes y después del parto requiere proteina adicional
para este crecimiento mamario. Durante la lactancia se incrementa considerablemente la

demanda de aminoécidos que varia de acuerdo a la cantidad de leche y a su contenido de
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proteinas. Se recomienda que los requerimientos adicionales de energia durante la lactancia
humana sea de 500 kcal /dia adicionales al nivel requeridos por las mujeres no embarazadas.
En cuanto a proteina, el requerimiento nutricional contempla 17 g adicionales durante los
primeros seis meses de la lactancia y 12 g durante los siguientes seis meses, cuando se
produce menos leche. =

El aumento en el gasto total de energia en mujeres lactantes tiene relacion con el aumento en
el consumo de glucosa por la glandula mamaria, lo cual se determina por la composicién
corporal de la madre.”’

Existen diferencias en el contenido de proteina en leches provenientes de diferentes especies.
En el caso de la rata y el humano, la rata produce leche con concentraciones de proteina de
8.1g/100ml, mientras que la leche humana madura contiene 1.1 g/100 ml. La diferencia se
atribuye al tamafio corporal, al nimero de crias por camada y al grado de desarrollo que
alcanza la cria al momento de nacer."'

Sin duda, la lactancia materna tiene efectos muy importantes a corto plazo en el crecimiento,
tanto en peso como en talla del lactante, y estos efectos pueden resultar benéficos a largo
plazo para su salud en la vida adulta.

La calidad y cantidad de leche materna depende del estado nutricional materno. La buena
nutricion, si bien es siempre importante, resulta fundamental en los periodos de crecimiento y
desarrollo rapidos. Este es el caso de los primeros meses y afios de la vida. Se considera que
en condiciones de buena nutricion, la madre inicia la lactancia con reservas suficientes de
energia acumulada durante la gestacion, reservas que son utilizadas durante las fases iniciales
de la lactancia. Sin embargo, si la madre terminé la gestacién sin haber acumulado dichas
reservas, seguramente influird negativamente en la eficacia de la lactancia. Generalmente, las
madres desnutridas durante la lactancia producen menos leche y de menor calidad, con
deficiencias en vitaminas hidrosolubles, proteina, calcio y lipidos. **>*

La desnutricion en esta etapa trasciende en la vida del lactante de muchas maneras. Los
efectos que puede provocar la calidad nutricional de la dieta materna durante la lactancia se
ven reflejados en su propio estado nutricional, en la calidad de la leche y en el crecimiento de
su bebé. Se ha observado que el efecto de la desnutricion durante la lactancia de la rata, afecta

el peso corporal y el crecimiento de las crias.’
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Por otro lado, los efectos de la restriccion proteinica durante la lactancia de la rata también se
observan a nivel celular. Las ratas en periodo de lactancia aumentan la sintesis de proteina en
la glandula mamaria y en el higado. La baja ingesta de proteina durante la lactancia de la rata
provoca que la sintesis de proteina en la glandula mamaria y en el higado, disminuyan.*%

La desnutricién durante la lactancia presenta consecuencias particularmente graves para el
sistema nervioso central. La disminucion del nimero de neuronas y conexiones sinapticas son
dafios irreversibles en el cerebro de lactantes que sufrieron desnutricién. La mala nutricién en
este periodo, ademas de las consecuencias inmediatas, produce efectos a largo plazo que

comprometen la calidad de la vida futura del individuo.”*"'

12 PROGRAMACION EN LA VIDA FETAL

Durante el desarrollo fetal en el ttero, hay una constante relacion entre la herencia genética
del feto y el ambiente en el cual se desarrolla. El resultado del desarrollo fetal depende de la
naturaleza incluida en los genes, y de la nutricién, la cual se mantiene por las condiciones del
ambiente intrauterino.

La vida antes del nacimiento representa retos y situaciones estresantes para el desarrollo fetal.
Existen factores ambientales que estan asociados con condiciones de estrés intrauterino y que
afectan el crecimiento del feto. Ejemplos de estos factores ambientales son la falta de oxigeno
o hipoxia, la ingesta de alcohol de la madre, el humo de cigarros si la madre fuma,
infecciones, los farmacos o las temperaturas muy altas. Muchos de estos factores provocan
reduccion del flujo sanguineo hacia el \tero, lo cual reduce el suministro de nutrimentos y
oxigeno que llegara a la placenta y al feto. Esta disminucion terminara produciendo un
retraso en el crecimiento fetal. *

Desde el punto de vista biolégico, cada organismo que sobrevive y se reproduce, esta por
definicion adaptado a su ambiente. El individuo desnutrido se adapta a su ambiente
restringido en nutrimentos mediante el lento aumento de peso corporal sobretodo en periodos
tempranos del desarrollo, ademas de ajustar su metabolismo a la deficiente disponibilidad de
nutrimentos. Sin embargo, una vez adaptado la estrategia de sobrevivencia exige condiciones
de adaptacion que realmente beneficien al individuo. La adaptacion mas exitosa del feto sera

la continua flexibilidad durante todo su desarrollo, en donde podra permanecer pequefio y
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eficiente si el ambiente intrauterino permanece pobre. El retraso en el crecimiento implica
que el organismo ha aumentado potencialmente su acondicionamiento, promoviendo su
sobrevivencia inmediata mediante cambios morfologicos, metabdlicos y enddcrinos
permanentes. Existe un costo para tal adaptacion, sin embargo este costo no aparece sino a
largo plazo, en término del estado de salud y mayor riesgo de enfermedades. 57"

El término de programacion fetal ha sido aplicado para describir el proceso en el cual
condiciones subdptimas en periodos giticos del desarrollo intrauterino y postnatal, tienen

consecuencias en la salud en la vida adulta (Fig. 1.2). Los factores ambientales como la

desnutricion, programan permanentemente la morfologia y fisiologia de los tejidos y sistemas
2638

del organismo.

DESNUTRICION FETAL

Periodos
criticos

Periodos
criticos

Lﬂ CRECIMIENTO FETAL

& | S

Cambios morfolégicos Cambios metabdlicos Cambios endécrinos

e al
PROGRAMACION FETAL

Figura 1.2 Mecanismos de adaptacion fetal a la desnutricién intrauterina
FUENTE: Modificado de Barker,1998.

Para entender c6mo es que las reglas biol6gicas de la vida intrauterina pueden afectar nuestra
vida postnatal, es importante tener en cuenta varios principios que sigue la programacién
fetal. Existen dos conceptos que son fundamentales en el crecimiento y desarrollo de toda
persona: la presencia de periodos criticos del desarrollo en los cuales se lleva a cabo la

programacion fetal y los efectos permanentes e irreversibles de la programacion. Un principio
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que debemos recordar es que durante la programacion, érganos importantes del organismo
sufren diferentes cambios estructurales, lo cual involucra que existan cambios en el mimero
de células en algin organo o que el abastecimiento de sangre a un 6rgano importante no sea
suficiente.

Otro de los principios de la programacion fetal plantea que la placenta juega un papel muy
importante en la programacion, que tiene diferentes efectos en hombres y en mujeres, y uno
mas menciona que en un ambiente intrauterino desfavorable, el feto se adapta a las
deficiencias.

Estudios epidemiolégicos han mostrado que la calidad de vida en épocas tempranas del
desarrollo puede afectar profunda e irreversiblemente las caracteristicas fisiologicas y
metabdlicas del adulto, apoyando la hipdtesis de la programacion fetal. Un investigador
pionero de este concepto fue el Dr. David J. Barker, quien junto con sus colaboradores en la
Universidad de Southampton en Inglaterra, han estudiado los efectos de la experiencia
prenatal en la salud humana. Uno de sus estudios fue el registro de nacimientos de mas de
15,000 hombres y mujeres nacidos en Hertfordshire, en Inglaterra. En una amplia variedad de
analisis en los que se utilizo ese conjunto de datos se encontré una relacion entre las medidas
del crecimiento del recién nacido y lactante, y la enfermedad cardiovascular y mortalidad por
esa causa en la edad adulta. El Dr. Barker ha difundido los datos registrados en humanos en
relacion a la vida intrauterina y la salud en la vida adulta, incluyendo poblaciones de Europa,
India y China. "

Al ser el Dr. Barker, el pionero de la idea de que la salud humana estd programada como
resultado de la experiencia prenatal, muchos investigadores en este campo han llamado al

término de programacion fetal, la hipotesis de Barker.

1.2.1 Metabolismo de glucosa e insulina y Programacion fetal

Durante la gestacion, la madre es la fuente de glucosa para el feto. El metabolismo de glucosa
durante la primera mitad del embarazo, es un periodo de anabolismo sostenido por la madre.
Durante este tiempo, el aumento de calorias que ingiere la madre no sélo sostiene el
crecimiento fetal sino que también se almacenan como glucégeno y lipidos en la madre. El

almacenamiento de energia durante la primera mitad del embarazo es importante para la
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segunda mitad, al ser un periodo de crecimiento logaritmico del feto. Durante este tiempo, las
demandas energéticas del crecimiento rapido fetal requiere no sélo la energia adquirida de la
ingesta de alimentos de la madre, sino también de la energia almacenada durante la primera
mitad del embarazo. Las alteraciones en la sensibilidad y disponibilidad de la insulina
materna es importante en este proceso.”’

Después de la absorcion celular, la glucosa se utiliza de inmediato para proveer de energia a
la célula. La insulina, hormona reguladora del flujo de glucosa hacia las células, aumenta
enormemente el transporte de glucosa. Cuando el pancreas secreta grandes cantidades de
insulina, el transporte de glucosa aumenta en la mayoria de las células hasta diez veces 0 mas
que cuando no hay insulina. Es asi como la insulina es un importante regulador de la
disponibilidad de energia para las células. ***’

Por otro lado, la insulina desempeiia varias funciones para almacenar la energia sobrante o en
exceso:

1. Favorece la glucogénesis, proceso de sintesis de glucégeno a partir de glucosa. Asi la
insulina facilita la captacion, almacenamiento y utilizacién de glucosa por el higado y

“el musculo.

2. Favorece la sintesis y el deposito de lipidos. El aumento en la ingesta de hidratos de
carbono aporta el sustrato para la sintesis de 4cidos grasos los cuales son
transportados desde el higado hacia las células adiposas, promoviendo un depdsito de
grasa en el tejido adiposo.

3. Si el exceso es de proteinas, la insulina ejerce un efecto directo para que las células
absorban mas aminoacidos y los transformen en proteinas, inhibiendo el catabolismo
de proteinas.

Otra ruta importante para la produccion endégena de glucosa fetal es a través de su sintesis a
partir de precursores como ciertos aminoacidos, lactato o piruvato. Aunque la regulacién de
la gluconeogénesis ha sido estudiada en humanos adultos, la capacidad de llevar a cabo la
gluconeogénesis en el feto humano, no ha sido suficientemente expolarada. Para que la
glucosa pueda ser sintetizada a partir de sustratos como lactato, se requiere de la presencia de
las enzimas clave, localizadas principalmente en el higado fetal. *’

El estado nutricional de la madre es importante para la posterior acumulacion de glucogeno

fetal. La ruptura de glucégeno (glucogendlisis) que resulta en la disponibilidad de la glucosa
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como fuente de sustrato, es un importante factor que contribuye a la homeostasis de la
glucosa durante el periodo perinatal y tiene un valor importante de sobrevivencia para el feto
durante condiciones subdptimas. En érganos fetales como el higado y el rifién, la ruptura del
glucogeno puede ser inducida por hormonas como el glucagon o por estimulos ambientales
como el frio, la hipoxia o la desnutricién. A
Cuando el feto esta desnutrido requiere de otra fuente de energia, dado que la madre no cubre
éstas necesidades. Durante la desnutricion, el feto promueve una manera de sobrevivir
minimizando el uso de energia y aprovechandola al méximo, dando prioridad a aquellos
tejidos que en proceso de desarrollo la necesiten mas. *
El feto metabélicamente programado, tendra alteraciones permanentes en la estructura y
funcién o metabolismo de o6rganos.®*’ No sélo se altera la estructura de Grganos
importantes en el metabolismo de glucosa como el pancreas y el higado sino también hay
cambios permanentes tanto en sus funciones metabélicas como en la expresion genética de
enzimas. '™
Durante la programacion fetal ocurren diferentes cambios estructurales en o6rganos
importantes, lo cual involucra que:

¢ el nimero total de células de un érgano aumente o disminuya

o la distribucion relativa de diferentes tipos de células de un drgano puedan estar

desproporcionadas

¢ puede no haber abastecimiento sanguineo normal al érgano
Las células fetales de los diferentes 6rganos y tejidos del cuerpo son mas vulnerables cuando
estan dividiéndose rapidamente.” Debido a que los érganos fetales estin creciendo a
diferentes etapas y ritmos de la vida fetal, los resultados a largo plazo serdn distintos de
acuerdo al momento preciso en el que el feto sufrid una condicion desfavorable como la
desnutricion. Durante la desnutricién fetal, el crecimiento de algunos 6rganos como el
cerebro esta relativamente protegida, mientras que otros como el higado y el pancreas sufren
mas el precio de la distribucion de nutrimentos debido a que utilizan menos energia para su
crecimiento. El reto de desarrollarse bajo condiciones adversas puede ocasionar que el feto
presente problemas en su salud a largo plazo. Los problemas pueden ser generales o

. s - . . 4 4349
restringirse a organos en especifico como el corazon, el cerebro o el pancreas.®
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Estudios epidemioldgicos han demostrado que existe una relacion entre la disminucion del
crecimiento fetal y el subsecuente desarrollo de enfermedades metabélicas como
hipertensién, dislipidemias, diabetes y obesidad.* Por otra lado, se han llevado a cabo
estudios con animales de experimentacion para explorar los mecanismos que pueden explicar
los hallazgos epidemioldgicos relacionados con el aumento del riesgo de padecer
enfermedades en la vida adulta y la experiencia intrauterina del individuo.*®

Se ha propuesto que la hipotesis del fenotipo ahorrador provee un concepto que puede ser
estudiado en animales de experimentacion; dicha hipotesis plantea que durante la
desnutricion intrauterina, el feto puede desarrollar el fenotipo ahorrador, como una manera de
almacenar energia al encontrarse en un ambiente de escasez. El fenotipo ahorrador adapta al
feto a sobrevivir en un ambiente donde los recursos nutrimentales son escasos, por lo que el
feto queda programado para sobrevivir en dichas condiciones después del nacimiento. Sin
embargo, cuando el estrés nutricional intrauterino se combina con abundancia en la vida
postnatal, se favorece el desarrollo de enfermedades metabélicas en la vida adulta.***
(Fig.1.3).

“.. . Estrés
~_nutricional
~intrauterino

Enfermedades

w'}} metabdélicas en

la vida adulta

Figura 1.3 Hipotesis del fenotipo ahorrador

Por lo que si durante la vida intrauterina el feto desarrolla el fenotipo ahorrador, quedara
metabolicamente programado, presentando alteraciones permanentes en la estructura y
funcién metabdlica de un érgano. Un ejemplo de ésto son los estudios realizados con
animales de experimentacion, sobre los efectos de la programacion fetal en la estructura y
funcién de los islotes pancreaticos. Se ha demostrado que la desnutricién intrauterina o en la

vida postnatal temprana puede recudir el nimero de células beta y la secrecion de insulina,
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favoreciendo alteraciones en el metabolismo de glucosa e insulina. Cuando éstas alteraciones
se combinan con el fenotipo ahorrador, se favorece el desarrollo de intolerancia a la glucosa,
resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2 (no dependiente de insulina). Tanat

Por otro lado, un mecanismo celular por el cual podria explicarse como es que la memoria de
los eventos de la programacion fetal se almacenan de tal manera que se ven expresados en la
vida adulta. es mediante el estudio de alteraciones en la expresion genética de enzimas clave
involucradas en el metabolismo, como el de glucosa y el de lipidos. La programacion puede
alterar permanentemente la expresion de dichas enzimas, aumentando o disminuyendo su
actividad en los diferentes tejidos y organos. ' Por lo que los efectos de la programacion
fetal no sélo se observan a nivel fisiolégico y bioquimico, sino también a nivel celular y
molecular mediante la regulacion de la expresion genética.

Estudios con animales de experimentacién han demostrado que al alimentar ratas gestantes
con dieta baja en proteina, se altera permanentemente la actividad de dos enzimas
localizadas en el higado y que regulan la sintesis y ruptura del glucogeno. La glucocinasa.
enzima reguladora de la glucolisis y la PEPCK (fosfoenolpiruvato carboxilasa), enzima
clave de la gluconeogénesis. Se ha observado que higados de crias cuyas madres fueron
restringidas en proteina en la gestacion, presentan mayor actividad de la PEPCK y menor
actividad de la glucocinasa, mientras que en el grupo control sucede lo contrario. La
expresion de éstas dos enzimas hepéticas en crias desnutridas durante su vida intrauterina,
es programada de tal forma que su permanente alteracion resulta en resistencia hepdtica a la
insulina. 7'

Por otro lado, estudios experimentales han evaluado la actividad de varias enzimas
reguladoras de las vias glucoliticas. Se ha medido la actividad de las enzimas PEPCK
(fosfoenolpiruvato carboxilasa), piruvato carboxilasa, fructosa 1-6 difosfatasa y glucosa 6-
fosfatasa en higado fetal de varias especies, incluyendo humanos.”’ Aunque la actividad de la
glucosa 6-fosfatasa esta presente a partir de la doceava semana de gestacién en el humano, la
actividad de la PEPCK es considerablemente menor en la vida postnatal y parece estar

limitada en su velocidad para la produccion de glucosa. *'
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1.2.2 Origenes fetales de Obesidad y Diabetes mellitus tipo 2

Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas de muerte en el mundo.
Durante los 1ltimos cincuenta aiios, la investigacion sobre su origen se ha enfocado en cuatro
principales factores. Estos son la dieta, fumar, el ejercicio y el estilo de vida urbano y
estresante. Nueva evidencia epidemioldgica, clinica y experimental ha logrado demostrar que
nuestro sistema cardiovascular queda programado durante la vida fetal por el ambiente
intrauterino en el que nos desarrollamos antes de nacer. Este hecho puede ser el factor mas
importante de todos para la predisposicion de riesgo de enfermedades cardiovasculares en la
vida adulta.”

Las adaptaciones prenatales que alteran de forma permanente el metabolismo para responder
favorablemente a la desnutricion, pueden ser contraproducentes si el ambiente prenatal es
diferente al esperado. El feto con el fenotipo ahorrador estara mas expuesto a la abundancia
de nutrimentos, después de haber programado su apetito y sus mecanismos de control
metabdlico para sobrevivir en condiciones de escasez alimenticia. Las personas preparadas en
su vida intrauterina para sobrevivir en una vida de escasez, después del nacimiento pagaran el
precio si viven en un ambiente de alto consumo de alimentos.*® Cuando esto sucede, las
personas estardn més predispuestas al desarrollo de obesidad y diabetes tipo 2 (no
dependiente de insulina). El desarrollo del fenotipo ahorrador explica el por qué el riesgo de

padecer diabetes es mas alto en adultos que tuvieron bajos pesos al nacimiento.'®

DIABETES MELLITUS TIPO 2. La diabetes es una de las enfermedades mas frecuentes
en la actualidad. El nimero de personas con diabetes en el mundo en 1995, fue de 135
millones, de los cuales 51 millones eran de paises desarrollados. ®' Se espera que para el afio
2025, la cifra aumente a 300 y 72 millones, respectivamente. El 90% de los pacientes
diabéticos presentan diabetes tipo 2 ¢ no dependiente de insulina. La poblacién mexicana
tiene una de las prevalencias mas altas del mundo, la cual se ha incrementado en los dltimos
afos, probablemente como consecuencia del sedentarismo, el alto consumo de hidratos de
carbono y la obesidad , entre otros factores. 2

La resistencia a la insulina es en esencia la reduccion de la sensibilidad a la insulina, que

impide que esta hormona disminuya la concentracién de la glucosa plasmatica por su falta de
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absorci6n por tejido periférico ademés de la sobreproduccion de glucosa por el higado. La
resistencia a la insulina desencadena la diabetes.’’
En la diabetes mellitus tipo 2 existe una combinacion de resistencia y deficiencia a la accién
de la insulina. Las alteraciones en el metabolismo de glucosa pueden resultar de alguno de los
siguientes factores: */

a) incapacidad de secretar insulina

b) incapacidad de la insulina para inhibir la produccion de glucosa hepética y promover

el aprovechamiento periférico de la glucosa (resistencia a la insulina)
¢) incapacidad de la glucosa para entrar a las células por deficiencia de la insulina
(intolerancia a la glucosa).

Dentro de los efectos del estrés intrauterino y sus consecuencias a largo plazo, esté la diabetes
tipo 2. una de las enfermedades mas estudiadas. Un hallazgo epidemiologico realizado con
hombres de 64 afios de edad en Hertfordshire, Inglaterra logré relacionar el desarrollo
temprano y el riesgo de padecer intolerancia a la glucosa y diabetes tipo 2 en la vida adulta.
Se observé que la proporcion de hombres con intolerancia a la glucosa o diabetes tipo 2,
aumentaba con peso bajo al nacimiento. Los hombres con menor peso al nacimiento fueron
cerca de siete veces mas propensos de presentar intolerancia a la glucosa y diabetes tipo 2, a
diferencia de aquellos cuyos pesos al nacimiento fueron mayores. Otro estudio fue el
realizado con la poblacién de los indios Pima de Norteamérica, en donde hay una alta
incidencia de diabetes. Los bebés con bajo peso al nacimiento mostraron mayor riesgo de
padecer diabetes tipo 2, al igual que los bebés de mayor peso al nacimiento. Sin embargo,
éstos ultimos se asocian al desarrollo de diabetes gestacional de la madre. e
Aunque la evidencia epidemiologica humana sugiere que el origen fetal de la intolerancia a la
glucosa se debe principalmente a cambios en la sensibilidad a la insulina mas que a defectos
en su secrecion, cambios en la morfologia y funcién de los islotes pancreaticos durante la
vida intrauterina pueden contribuir al aumento en la susceptibilidad de padecer diabetes tipo
9 18
Existe evidencia experimental, en ratas y ratones de experimentacion, para la programacion
fetal del pancreas. Cambios en el ambiente nutricional intrauterino altera la estructura y

funcion de los islotes pancreaticos, lo cual tiene efectos en la vida adulta del individuo. La

vida fetal y neonatal son periodos criticos para el desarrollo de las células B pancreaticas.
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Alrededor del afio de edad, casi la mitad de la masa celular P adulta ya se encuentra
presente. >4
En humanos, el porciento de tejido pancreatico al nacimiento es proporcional al peso al
nacimiento. Cuando se presenta retardo del crecimiento fetal. el porciento de tejido
pancredtico se reduce de un 4% a sélo 2% del total del pancreas. Los niveles basales de
glucosa y los estimulados por insulina, también son bajos en estos nifios. Estas observaciones
clinicas sugieren que las condiciones suboptimas afectan el desarrollo del pancreas. »

La secrecion de insulina por las células B es indispensable para la absorcion de glucosa por
los tejidos fetales sensibles a la insulina. La obstruccién de las células B provocan el
desarrollo de hiperglicemia, menor consumo de glucosa, y por lo tanto, a un retardo en el
crecimiento fetal. Las células B actian como sensores de la insuficiencia nutricional y
muestran respuestas apropiadas a cambios en los niveles de glucosa que ocurren en el feto y
tienen un papel fisiologico importante en la regulacién del metabolismo fetal > El retardo en
el crecimiento fetal se asocia con la disminucién en el nimero de células B y en la secrecion
de insulina, mientras que la diabetes gestacional provoca hiperinsulinemia.’

El desarrollo de las células de los islotes pancreaticos fetales depende de la disponibilidad de
glucosa y aminodcidos. Las células B parecen ser muy sensibles a la baja ingesta de proteina
en la dieta materna. Muchos de los estudios experimentales de la restriccion proteinica
materna en ratas se han enfocado a los efectos en el desarrollo del pancreas. Se ha observado
que la desnutricién proteinica en la vida fetal o durante la vida postnatal temprana puede
reducir el nimero de células [ del pancreas, la secrecion de insulina y la vascularizacion de
los islotes pancreéticos, lo cual provoca el desarrollo de intolerancia al glucosa, resistencia a
la insulina y diabetes mellitus tipo 2. 2 ** (Fig. 1.4).

La baja secrecion de insulina no sera perjudicial para aquellos individuos que continian con
escasez nutrimental, conservando bajo peso corporal y que por lo tanto, permanecen sensibles
a la accion de la insulina. Mientras que la intolerancia a la glucosa puede desarrollarse por un
balance positivo de energia como resultado del aumento en la ingesta de alimento y

disminuci6n en el gasto energético, dando lugar al desarrollo de la obesidad.”
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DESNUTRICION FETAL

[} CELULAS B, FUNCION ISLOTE

[} CRECIMIENTO FETAL

[} FUNCION CELULAS B ADULTO

DIABETES MELLITUS
TIPO 2

Figura 1.4 Origen fetal de diabetes mellitus tipo 2
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OBESIDAD. La obesidad es una enfermedad metabolica cronica, resultado de la alteracion
del balance energético.”” El estilo sedentario de la vida urbana y el desequilibrio entre el
consumo de alimentos y la actividad fisica han hecho que la frecuencia de casos de obesidad
entre la poblacion mexicana y la poblacion mundial hayan aumentado en los ultimos dos
decenios.

Los motivos de esta enfermedad son multifactoriales (Fig. 1.5). Entre las principales causas
que aumentan el riesgo de padecer obesidad se encuentran los factores biolégicos (genéticos,
raza, edad, género), factores fisiologicos (metabdlicos y enddcrinos, ej. embarazo) y los
factores ambientales (nutricion, nivel de actividad fisica, fumar o consumir alcohol, estado

socioeconémico).

Factores Factores
Biologicos / Metabélicos
OBESIDAD
Factores
Ambientales

Figura 1.5 Causas de la obesidad

Los factores perinatales ambientales como el estilo de vida y la dieta, aceleran el desarrollo
de obesidad y el riesgo de padecer diabetes tipo 2 aumenta en personas obesas o con
sobrepeso.”’ Datos epidemiolégicos sugieren que el origen de la obesidad proviene desde
antes del nacimiento.’ La vida fetal parece ser un periodo critico para el desarrollo de
obesidad, sin embargo los mecanismos por los cuales los factores ambientales como la dieta,
regulan el sistema fisiolégico del control del apetito no han sido del todo entendidos. Por otro
lado, la hipétesis de la programacion fetal sefiala que los cambios ambientales a los cuales es
expuesto el feto, pueden alterar el desarrollo intrauterino lo cual se refleja en el riesgo de

padecer obesidad a largo plazo.”
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La obesidad juega un papel importante en la hipétesis del fenotipo ahorrador. Una persona
obesa es mas propensa a padecer enfermedades metabdlicas como diabetes tipo 2, la cual
generalmente es proporcional al exceso y ubicacién corporal del tejido adiposo. La obesidad
se combina con el fenotipo ahorrador y favorece el desarrollo de diabetes.

Los efectos de la vida intrauterina en la obesidad en la vida adulta, fueron observados en
estudios realizados en hombres nacidos durante la invasion nazi a Holanda occidental en la
Segunda Guerra Mundial. La invasion coincidié con un invierno crudo durante los meses de
septiembre de 1944 a mayo de 1945, por lo que es conocido como “Invieno Hambriento
Holandés™. Las raciones de alimentos se redujeron de 1,800 kcal/dia a 600 kcal/dia durante la
hambruna de estos seis meses, y posteriormente aumentaron a 1,700 kcal/dia cuando termind
la invasion.*® Por lo que los efectos especificos de la hambruna en la salud del feto en la vida
adulta, dependian de la etapa de la gestacién en la cual la madre no tuvo la nutricion
adecuada. Los hombres nacidos durante el “Inviemo Hambriento Holandés™ fueron mas
propensos a padecer obesidad en la vida adulta, si su madre fue desnutrida durante el primer
trimestre del embarazo. Mientras, que si la madre era desnutrida durante el wltimo tercio del
embarazo. la tendencia de estos bebés a padecer obesidad en la vida adulta disminuia.* Este
estudio es ejemplo de uno de los principios de la programacion fetal, el cual explica que
durante el desarrollo existen periodos criticos que afectan de diferente forma y en diferentes
tiempos a los tejidos y sistemas del cuerpo. Las células que se encuentran dividiéndose
rapidamente estaran en mayor riesgo.** Si durante la vida fetal, los adipocitos se dividen
rapidamente durante el Gltimo trimestre de la gestacion, las personas cuyas madres sufrieron
desnutricion en esta etapa, presentardn menor tendencia a la obesidad. El nimero de
adipositos y de tejido adiposo serd menor .

Por otro lado, existen estudios con animales de experimentacion en los que siguiendo un
modelo biolégico de programacion fetal como la ingesta de dieta baja en el contenido de
proteina durante la gestacion, se ha observado el fenotipo de la obesidad y las alteraciones
metabolicas cominmente presentadas en poblaciones humanas.” % Se ha visto que a largo
plazo se presenta hiperfagia como consecuencia de la programacion fetal, lo cual contribuye
al desarrollo de obesidad, aumentando el riesgo de padecer enfermedades metabdlicas. El

efecto de la programacion fetal en la salud en la vida adulta aumenta en crias de animales de
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experimentacion expuestos a condiciones subdptimas durante la gestacion y que en la vida
postnatal fueron alimentados con dietas hipercaléricas.”

La obesidad es condicionante del desarrollo de enfermedades metabélicas como la diabetes
tipo 2, y si ésto se combina con el mal funcionamiento de organos como el higado,
consecuencia de la programacion fetal, se favorece el riesgo de padecer el sindrome

metabolico.
1.3 PROGRAMACION FETAL TRANSGENERACIONAL

Las principales hipdtesis propuestas para explicar el mecanismo por el cual el bajo peso al
nacimiento se asocia con el desarrollo de enfermedades, han sido planteadas a partir de la
desnutricion fetal y la exposicion prenatal a glucocorticoides, estudiadas en animales de
experimentacion. Sin embargo, los factores genéticos también influyen en esta relacion.
Durante la vida intrauterina, existe una constante interaccion entre nuestra herencia genética y
el ambiente en el cual nos desarrollamos. Somos producto de nuestra naturaleza contenida en
los genes y de los nutrimentos que adquirimos del ambiente, sin embargo la expresién
genética se veré modificada por los factores del entorno.*

Se conoce poco sobre los genes que controlan las adaptaciones hormonales, metabdlicas y
cardiovasculares a la desnutricion fetal. La funcién principal de la informacion genética es
permitir a la célula y al organismo mantener la homeostasis ante condiciones ambientales
subdptimas. Los genes permiten conservar las concentraciones intracelulares necesarias para
la sobrevivencia del feto mientras se mantenga el abastecimiento externo de estas
concentraciones. Una de las respuesta fetales ante condiciones ambientales subdptimas como
la desnutricién, es la disminucion del ritmo de crecimiento de algunos sistemas y tejidos. & *
La habilidad matema de nutrir correctamente a su bebé durante la gestacién, depende de su
propia vida fetal y de su estado nutricional durante la infancia y la adolescencia, lo cual
determina su peso, talla y composicién corporal y su metabolismo en la vida adulta. ®

Existe evidencia epidemioldgica y experimental de que aquello que parece ser heredado y
genético, podria ser consecuencia de las alteraciones provocadas por la programacién fetal, lo

cual se transmite a través de generaciones. "' %% Los efectos de la programacién fetal no

solo se limitan a la primera generacion sino que pueden repercutir en la salud y desarrollo de
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futuras generaciones. Estudios realizados con humanos y animales han identificado los
efectos transgeneracionales de la programacion fetal tanto en el peso al nacimiento como en

el desarrollo a largo plazo de enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2.%°
1.3.1 Efectos transgeneracionales

En 1986, Emanuel 1. y colaboradores” definieron las influencias o efectos
transgeneracionales como aquellos factores, condiciones, exposiciones y ambientes que
experimenta una generacion y que se relaciona con la salud, crecimiento y desarrollo de la
siguiente generacion.

Para poder entender como es que las experiencias que sufre una generacion repercuten en la
salud de las siguientes, se han propuesto tres posibles explicaciones: 3

1) Los atributos genéticos de la madre pueden manifestarse similarmente en su
descendencia.

2) Las condiciones subéptimas pueden permanecer a través de las generaciones.

3) Las experiencias intrauterinas subOptimas. pueden afectar permanentemente el
crecimiento y desarrollo materno, alterando su metabolismo de tal forma que provee
un ambiente intrauterino adverso para sus propios bebés.

Esta dltima explicacién sugiere un mecanismo por el cual los efectos de las programacion
fetal podrian permanecer por varias generaciones.

Una fuerte evidencia de los efectos transgeneracionales de la programacién fetal en humanos,
proviene de estudios realizados en diferentes poblaciones. Estos estudios han demostrado que
el peso al nacimiento de la madre influye en el peso al nacimiento de sus bebés. HE

Estudios con ratas de experimentaciéon han mostrado que la desnutricion matema o la
exposicion prenatal a glucocorticoides en varias generaciones, pueden tener efectos
transgeneracionales en el crecimiento de las crias. '** En un estudio en donde se alimentaron
ratas de experimentacion con dieta deficiente en el -contenido de proteina durante 12
generaciones, se observé que el retardo en el crecimiento fetal iba en aumento con el paso de
las generaciones. Cuando estas ratas fueron alimentadas con dieta normal, la cual contenia

mayor contenido de proteina, tardaron tres generaciones en recuperar su crecimiento -y

desarrollo normal. El estudio demostré que la ingesta de dieta hipoproteinica durante la
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gestacion de la rata por doce generaciones, produce bajo peso al nacimiento de las crias,
efecto que se amplifica con el paso de las generaciones.**

En estudios recientes con animales de experimentacion se ha observado otro efecto
transgeneracional de la programacion fetal. La desnutricion fetal puede producir efectos en el
metabolismo de glucosa de las crias de la segunda generacién,“"‘""” lo que ocasiona que sean
mas propensas al desarrollo de enfermedades como hipertension, obesidad y diabetes en la
vida adulta.

La ingesta de dietas hipoproteinicas durante el desarrollo intrauterino de la rata resulta en
cambios permanentes del higado y del péancreas fetal. Este efecto se ha observado en las
siguientes generaciones. La desnutricion matera durante la gestacion o el desarrollo de
diabetes gestacional en ratas tienen efectos transgeneracionales en la estructura y funcion del
péncreas 4%

Las observaciones con animales de experimentacion de las influencias transgeneracionales,
también se han observado en estudios epidemioldgicos como en el caso del estudio del
“Inviemo Hambriento Holandés™, en donde las consecuencias de un ambiente intrauterino
desfavorable puede pasar a través de generaciones. Las madres de bebés con bajo peso al
nacimiento también presentaron retardo en el crecimiento fetal.**- %

La diabetes tipo 2 se presenta en la mayoria de las poblaciones alrededor del mundo, sin
embargo existen diferencias muy grandes entre grupos étnicos. Por ejemplo, cerca de trece
millones de personas de la poblacién mexicano-americana, presenta diabetes tipo 2. Entre los
factores que colocan a esta poblacion en tan alto riesgo de padecer esta enfermedad se
encuentran la obesidad, los habitos alimenticios, el estrés emocional y el estilo de vida
sedentario. A partir de la Segunda Guerra Mundial, los mexicanos-americanos, al igual que
los indios Pima americanos, tendieron a modificar la preparacion de sus platillos nativos,
sustituyendo alimentos tradicionales bajos en el contenido de lipidos y altos en hidratos de
carbono como el frijol y el maiz , por alimentos con alto contenido de hidratos de carbono
simples y lipidos, los cuales se encuentran en la mayoria de las comidas ya preparadas para
su venta. Por otro lado, las poblaciones urbanas son mucho mas sedentarias que las rurales.
Hasta la Segunda Guerra Mundial, la poblacién mexicano-americana era rural. En la
actualidad mas del 80% de la poblacion es urbana y por lo tanto, mucho mas sedentaria y

propensa al desarrollo de obesidad.***
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Alrededor del 1 al 3% de las mujeres muestran alguna modificacion en la funcion de glucosa
durante el embarazo, pero algunos grupos étnicos como los Indios Pima del desierto de
Sonora, en la frontera con Estados Unidos, presentan alta incidencia de diabetes tipo 2. El
70% de esta poblacion, cuyo ambiente intrauterino presenté alteraciones en las
concentraciones de glucosa, ha desarrollado diabetes entre los 26 y 35 afios de edad.”? La
prevalencia de intolerancia a la glucosa, de diabetes tipo 2 y diabetes gestacional es mucho
mas alta en hijos de mujeres que presentaron diabetes durante su embarazo, que en hijos
cuyas madres presentaron diabetes tinicamente después de la gestacion.'

Probablemente, la predisposicion al desarrollo de diabetes que presentan los Indios Pima del
suroeste de Estados Unidos y el norte de México, este controlada por factores ambientales
maés que genéticos. El ambiente intrauterino en el cual el feto se desarrolla claramente juega
un papel mucho mas importante que la herencia genética.

Los efectos transgeneracionales de la programacion fetal pueden explicarse con un modelo
propuesto por Drake y Walker 2 (Fig. 1.6). La exposicion materna al ambiente adverso
resulta en la alteracién del crecimiento y desarrollo de la futura primera generacion, lo cual
origina cambios fisioldgicos, metabdlicos y enddcrinos o la programacion del feto. Estos
cambios alteran el desarrollo fetal de la segunda generacién, contintie o no la alteracion del
ambiente intrauterino, por lo que permanece un ciclo de efectos transgeneracionales de la

programacion fetal.
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Origen de la condicién subéptima
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Feto de bajo
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Figura 1.6 Modelo propuesto para la programacion fetal transgeneracional.
FUENTE: Modificado de Drake y Walker, 2004,
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1.3.2 Mecanismos no genémicos

El desarrollo prenatal no depende uinicamente de la herencia genética de los padres. La
interaccion de los factores genéticos y ambientales es importante durante nuestro desarrollo
intrauterino. Uno de los principios de la programacion fetal explica que los efectos de la
programacion fetal pueden pasar a través de varias generaciones mediante mecanismos que
no involucran cambios genéticos.* Cualquier impacto de los efectos transgeneracionales de
la programacion fetal resultardn de la interaccion de los genes y del ambiente pre y postnatal,
ya que esta interaccion ocasiona alteraciones de la expresion génica como consecuencia a la
respuesta a los cambios ambientales. " Por lo que los efectos seran diferentes dependiendo de
la poblaci6n que se trate. %°

Existe evidencia experimental que indica que los mecanismos por los cuales los efectos de la
programacion fetal pueden trascender a través de las generaciones son no genémicos. L340
84036 Uno de estos mecanismos es la alteracién del crecimiento matemo. El crecimiento y
desarrollo fetal depende de la propia experiencia prenatal de la madre. La exposicion a un
ambiente suboptimo durante la vida fetal de la madre, origina cambios fisiologicos que
pueden resultar en un ambiente intrauterino adverso para sus hijos, por lo que las alteraciones
que sufrié la madre durante su vida fetal trasciende a la siguiente gem:racit‘m.m""3 Esto se
observa claramente en los efectos transgeneracionales del “Invierno Hambriento Holandés™.
Las mujeres que nacieron durante la hambruna y que fueron desnutridas durante su vida fetal,
conservaron menor tamaiio corporal hasta su vida adulta, por lo que fueron mas propensas a
tener bebés con retardo en el crecimiento intrauterino.

El feto solo podra alcanzar su maximo crecimiento intrauterino, si el tamafio del utero de la
madre lo permite. La experiencia experimental indica que el ambiente en el utero materno
actia como fuerte condicionante del crecimiento durante la vida fetal, controlando el grado al
cual el feto alcanzara su maximo tamafio. La importancia del tamaiio corporal materno para
determinar el crecimiento intrauterino del feto ha sido ‘demostrado con la cruza de ponies
Shetland y caballos Shire (Fig. 1.7). ** Cuando la madre era de la raza del pony Shetland y el
padre el caballo Shire, la cria era de menor tamafio que cuando la madre era de el caballo
Shire y el padre el pony Shetland. Lo cual siguiere que el tamafio corporal, y por lo tanto del

utero materno, tiene influencia importante en el tamafio de las crias. 2>
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Figura 1.7 Resultados de la cruza del pony Shetland y el caballo Shire
FUENTE: Nathanielsz, 1999.

Otro mecanismo no genémico se explica con la influencia de la nutricion materna. Los
efectos de la desnutricién que sufre la madre afectara el peso al nacimiento de su bebé.
Modelos experimentales han mostrado que los efectos de la desnutricién intrauterina
trascienden a la segunda generacién.‘" A

Por otro lado, es evidente que la diabetes puede ser transmitida por herencia genética. Sin
embargo, también el ambiente intrauterino de una madre diabética influye en el desarrollo
fetal, incluso cuando no hay una predisposicién genética para contraer diabetes."*** La
transmision intrauterina de la diabetes es otro mecanismo no gendmico de los efectos
transgeneracionales de la programacion fetal. Las alteraciones en el metabolismo de glucosa,
inducidas por la desnutricién fetal y que resultan en intolerancia a la glucosa, resistencia a la
insulina, predisponen al desarrollo de diabetes gestacional. Esta diabetes gestacional es un
factor que, a la vez predispone a la siguiente generacion a desarrollar intolerancia a la glucosa
en la vida adulta. Es mediante este mecanismo que la diabetes pasa de una generacion a

otra."?*
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14 LEPTINA

En 1994, el investigador Y. Zhang y sus colaboradores clonaron una proteina expresada por
el gen de la obesidad (ob) del ratén.” Esta proteina fue llamada leptina, del griego leptos que
significa delgado, debido a que se observé que ratones con deficiencia de esta proteina
presentaban obesidad, hiperfagia, infertilidad y alteraciones metabélicas asociadas como
resistencia a la insulina, ‘%"

El gen de la leptina humana se encuentra en el cromosoma 7q31 y su DNA tiene més de 15
mil pares de bases. ***"* La leptina es una proteina de 167 aminoécidos, su peso molecular es
de 16 kD y se encuentra en la circulacién periférica. Presenta una estructura terciaria (Fig.
1.8) y estd conformada por cuatro o-hélices antiparalelas y una parte hidrofébica compuesta
por los residuos de las o—hélices; estos residuos hidrofébicos son importantes porque
mantienen la integridad de la proteina. La leptina contiene dos cisteinas residuales, Cys 96 y
Cys 146, entra las que se forma un puente disulfuro el cual es importante para conservar la
estructura de la proteina y para la uni6n a su receptor. La mutaci6n de cualquiera de los dos

cisteinas que contiene la proteina ocasiona la inactivaci6n biolégica de la protei] na.53™

Figura 1.8 Estructura de la leptina. A, B, C y D representan las cuatro a-hélices; E, segmento corto
helicoidal de la a-hélice D. Las hélices estd unidas por los segmentos AB, BC y CD.
FUENTE: Zhang y col, 1997.
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Al igual que en el raton, en los humanos la leptina es producto del gen ob, la cual es secretada
por el tejido adiposo hacia la circulacion periférica.’’ La leptina es sintetizada principalmente
por el tejido adiposo blanco, y en muy pequefias cantidades por el tejido adiposo pardo,
aunque también se ha encontrado que la placenta, glandulas mamarias, ovarios, el estomago y
el musculo esquelético la sintetizan en menores cantidades.'224-6%¢

Las mutaciones en el gen de la obesidad (ob) y de la diabetes (db) del raton, originan
obesidad. Ratones experimentales obesos con mutaciones en el gen ob, cuyos adipocitos no
expresan leptina o que carecen de receptores funcionales para leptina, han sido denominados
como ratones ob/ob o ratones db/db respectivamente.?' Esta conclusién se obtuvo a partir del
descubrimento de la leptina en 19947 y de los resultados de Coleman en 1973, ® utilizando
modelos de parabiosis, al comunicar la circulacion sanguinea de dos ratones con diferentes
caracteristicas. Al llevar a cabo la parabiosis entre un raton normal un ratén ob/ob, se observo
que el raton normal no sufrié cambios mientras que el ratén ob/ob disminuyé su peso y la
ingesta de alimentos. Por otro lado, la parabiosis entre el ratén db/db y el normal resulté en
muerte por inanicién del raton normal, mientras que el ratén db/db no sufrié cambios. >'2*63
El hipotdlamo se considera el principal 6rgano blanco de la leptina, la cual es transportada
hacia el sistema nervioso central al hipotdlamo, por la circulacion periférica y a través de la
barrera hematoencefilica, en donde informa al cerebro sobre la abundancia de grasa corporal.
La leptina actiia como un liporregulador debido a que modula la cantidad la grasa corporal, a
través de la modulacion de factores de saciedad y gasto energético (Fig.1.9). Cuando el tejido
adiposo almacena exceso de lipidos, la secrecion de leptina a la circulaciéon periférica
aumenta para prevenir la acumulacién de lipidos en tejidos no adiposos. En el hipotalamo, la
leptina se une a su receptor de membrana y disminuye la actividad de los factores de
transcripcion lipogénicos, induciendo la disminucion en la sintesis de écidos grasos y
triglicéridos y el aumento en la oxidacién mitocondrial de acidos grasos, lo que a su vez,
aumenta el gasto energético y provoca la pérdida de peso corporal. i

La secrecion de leptina inhibe la accién del neuropéptido Y (NPY), un neuromodulador que
estimula el apetito y la ingesta de alimento.' Cuando los niveles de leptina en suero
disminuyen, como por ejemplo despies de un ayuno prolongado, el NPY estimula la ingesta
de alimento, aumentando la cantidad de tejido adiposo y la secrecion de leptina. Por lo que la

produccion de leptina por el tejido adiposo esta regulada por el balance energético.)""g
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Tejido
adiposo

Sintesis Oxidaci6on
. l AGyTG | de AG

ﬂ Leptina Hipotalamo
aumema
ﬂ Ingesta de ﬂ NPY +— ﬂ Leptina ﬂ Gasto energético y
alimento

U, Peso corporal

Figura 1.9 Regulacién de la leptina
SNC: sistema nervios central; AG: 4cidos grasos; TG: triglicéridos; NPY: neuropéptido Y

De esta manera, la leptina permite que la ingesta de alimento, el metabolismo y la fisiologia
endocrina se acople al estado nutricional del organismo. Los niveles séricos de leptina en
personas con peso normal estd en el rango de 1-15 ng/ml, mientras que en personas con un
indice de masa corporal (IMC) superior a 30, pueden presentar valores de 30 ng/ml o
superiores.®

La leptina logra sus efectos metabélicos por la interaccion con receptores especificos
localizados en el sistema nervios central y en diferentes tejidos. Se han encontrado receptores
de leptina en diferentes organos como el higado, el misculo esquelético, el pancreas, las
células hematopoyéticas, la placenta y ovarios. “'>?*! El receptor de leptina (Ob-R) fue
identificado por Tartaglia y col. en 1995 ® Este receptor pertenece a la clase 1 del tipo de
receptores de las citocinas y presenta al menos seis isoformas (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rec,Ob-
Rd, Ob-Re y Ob-Rf). Todos los receptores, con excepcion del Ob-Re, son idénticos en sus
dominios extracelulares y transmembranales, y diferentes en el dominio intracelular hasta el
carboxilo terminal.***% De estos receptores los mas importantes son el Ob-Ra, posiblemente
la isoforma mas corta del receptor por tener 34 residuos de aminoécidos, y el receptor Ob-Rb,
que se le conoce como isoforma larga por tener 302 residuos de aminoacidos. La isoforma
Ob-Rb parece que modula los efectos de la leptina aunque no se conoce todavia como es que
trabaja. Se cree que el receptor Ob-Ra sea utilizado para el transporte de la leptina a trvés de

la barrera hematoencefélica y que posteriormente la leptina se une a la isoforma Ob-Rb en el
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hipotidlamo e induce la disminucion de la produccién del neuropéptido Y u otros factores
involucrados en la regulacion del apetito y la saciedad.’"**

Por otro lado, la expresion de la leptina puede estar regulada positiva o negativamente. La
obesidad, la insulina, los glucocorticoides y los estrogenos la regulan positivamente, mientras

que el ayuno, los andrégenos y los 4cidos grasos de cadena larga inhiben su sintesis.'***

1.4.1 Leptina e Insulina

Los ratones ob/ob y db/db son fenotipicamente idénticos, pesan tres veces mas que un raton
normal, aiin cuando comen lo mismo, y su contenido de grasa corporal es cinco veces mayor
al de un ratén sano. Ambos ratones presentan obesidad, hiperinsulinemia e hiperglicemia,
factores que favorecen el desarrollo de diabetes tipo 2.2

Existe evidencia experimental que ha demostrado que la leptina tiene la capacidad de mejorar
las alteraciones en el metabolismo de glucosa cuando se inyecta a ratones ob/ob. El mismo
efecto parece que se observa en ratones sanos de experimentacion. La isoforma Ob-Rb del
receptor de leptina se expresa en las células [ pancreéticas, por lo que la secrecién de insulina
puede estar regulada por la leptina. 15L8

Por otro lado, la insulina es un regulador positivo de la leptina y aumenta su expresién en
ratones de experimentacion. El transporte y metabolismo de glucosa son factores importantes
en el control de la expresion y modulacion de la leptina; la insulina estimula la utilizacién de
glucosa por los adipocitos, por lo que un mecanismo por el cual las concentraciones séricas
de leptina disminuyen con el ayuno prolongado. puede ser la disminucion de la absorcién de
glucosa por el tejido adiposo.*?

La insulina, al igual que la leptina, regula el peso corporal y la ingesta de alimentos y lo
realiza mediante los 6rganos sensibles a la insulina como el higado, el misculo esquelético y
el tejido adiposo. La leptina y la insulina se consideran hormonas reguladoras de la cantidad
de grasa corporal.® Kieffer y Habener (2000), propusieron la existencia de un eje
adipoinsular, a partir de los efectos de la insulina observados sobre la secrecion de leptina por
el tejido adiposo (Fig. 1.10). La insulina es una hormona adipogénica, por lo que estimula la
sintesis de dcidos grasos y aumenta la cantidad de tejido adiposo. El tejido adiposo estimula

la secrecion de leptina, la cual actia a nivel del hipotdlamo reduciendo la ingesta de alimento
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y aumentando el gasto energético. Al mismo tiempo, la leptina inhibe la secrecin de insulina
por las células B del pancreas, disminuyendo la secreci6n de insulina. La insulina inhibe la
sintesis de dcidos grasos, lo cual origina el aumento de la ingesta de alimento por la

disminucién de las concentraciones séricas de leptina.”

Pancreas
Células B

Figura 1.10 Eje Adipoinsular
FUENTE: Modificado de: Kieffer y Habener, 2000.

1.4.2 Leptina y Programacion =

La leptina est4 presente durante las distintas etapas del desarrollo fetal y sus concentraciones
se elevan progresivamente durante la gestacién, lo cual puede estar relacionado con el
aumento de tejido adiposo fetal en el Gltimo trimestre de la gestacién.w' ' Se ha observado
que el liquido amni6tico y la sangre del cordén umbilical contienen leptina y se estima que
ésta podria tener un origen fetal, aunque también se ha encontrado leptina en la placenta.'> '*
%5 La desnutricién materna durante el periodo de desarrollo y crecimiento de la placenta,
origina bajas concentraciones de leptina y a su vez aumenta la cantidad de tejido fetal
adiposo. Sin embargo, como ya se ha mencionado anteriormente, las adaptaciones fetales a la
desnutricién dependen del periodo de desarrollo fetal y la etapa de la gestacién, como lo
demuestran estudios del “Invierno Hambriento Holandés”, donde la desnutricién materna en

el dltimo trimestre del embarazo se asocia con obesidad del bebé en la vida adulta. **
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Después del parto, hay un descenso de las concentraciones de leptina en el recién nacido, lo
cual se cree podria ser un estimulo para iniciar la actividad de succion y amamantamiento del
recién nacido.' Se ha observado que animales de experimentacién desnutridos durante la
lactancia muestran una regulacion de peso corporal € ingesta de alimento diferente a aquellos
animales que son alimentados normalmente, y las concentraciones de leptina son mas altas, lo
cual podria aumentar la sensibilidad de los receptores de leptina en el hipotalamo. *'
La programacion de las funciones neuroendocrinas en la vida fetal ha sido de creciente
interés en los ultimos 15 afios. Los cambios metabolicos y enddcrinos en el ambiente
intrauterino pueden tener consecuencias a largo plazo en las funciones postnatales
neuroendocrinas del feto. Las alteraciones del ambiente intrauterino dependen del buen
funcionamiento de la placenta. Estos cambios originan una reorganizacion de las funciones
endécrinas, lo cual conduce a la programacion de las funciones neuroendécrinas del feto. 2’
El descubrimiento de la leptina ha ayudado a entender los mecanismos por los cuales se lleva
a cabo ésta reorganizacion o adaptacién de las funciones enddcrinas del feto, en base a la
regulacion neuroendécrina del apetito y el consumo de energia. Estudios experimentales han
mostrado que el hipotdlamo del feto puede ser un sitio clave para la programacién mediante
alteraciones del estado enddcrino prenatal.”*** Por lo que para entender la programacion fetal
de la regulacion de la ingesta de alimento y el gasto energético en la vida adulta, se deben
tomar en cuenta varios factores.
a) Para que la leptina fetal actiie a nivel del sistema nervioso central se requiere la
induccién de la proliferacion de neuronas.
b) La proliferacion de neuronas debe ser especifica, es decir que la leptina necesita de la
proliferacion de neuronas hipotalamicas durante el desarrollo fetal.
c¢) La secrecién de leptina es muy importante durante el periodo critico de formacién y
crecimiento de neuronas.
d) Si el periodo critico de formacién de neuronas hipotalamicos es atrofiado o alterado,
la leptina no podra interactuar con sus receptores, conduciendo a una deficiencia o
resistencia a la leptina. Este efecto continuara hasta la vida adulta.
El tratamiento del ratén neonatal ob/ob (deficiente en leptina) en los primeros dias de vida,

revierte la reduccion de fibras nerviosas involucradas en la accion especifica de la leptina,
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mientras que el tratamiento de este raton en la vida adulta durante veinte dias, no resulté en la
formacion de fibras nerviosas que participan en la sefializacion de hormonas reguladoras del

apetito y la saciedad.’? Este es un mecanismo por el cual cambios en las concentraciones de
leptina durante la vida fetal y neonatal pueden alterar las estructuras hipotalamicas que
controlan la regulacién de la ingesta de alimento y el gasto energético, lo cual podria explicar

la programacion fetal de los centros reguladores del apetito y la saciedad.
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En la actualidad la diabetes es una de las enfermedades mas frecuentes. El nimero de
personas con diabetes en el mundo en 1995, fue de 135 millones de los cuales 51 millones
eran de paises desarrollados. Se espera que para el afio 2025, la cifra aumente a 300 y 72
millones, respectivamente.’’ La poblacién mexicana tiene una de las prevalencias de
diabetes mas altas del mundo y se ha incrementado en los ultimos afios, probablemente
como consecuencia del sedentarismo, el consumo de carbohidratos y la obesidad. entre
otros. Es evidente que la diabetes puede ser transmitida por herencia genética. Sin embargo.
también el ambiente intrauterino de una madre diabética influye en el desarrollo fetal.
incluso cuando no hay predisposicion genética para contraer diabetes.

Por otra parte, la obesidad es una enfermedad metabélica crénica. De acuerdo a
informacion de la OMS, en el afio 2002 habia 330 millones de personas adultas con
obesidad en el mundo.*” México tiene una numerosa poblacién de emigrantes de zonas
rurales a urbanas, y el cambio de sus habitos alimenticios y estilo de vida ha contribuido al
incremento de la enfermedad. El ambiente intrauterino de madres desnutridas durante la
gestacién podria explicar el origen de la obesidad. La alteracién del desarrollo del tejido
adiposo fetal puede tener consecuencias en el desarrollo de obesidad a largo plazo y
repercutir en las concentraciones circulantes de leptina, proteina encargada de la regulacion
del gasto y consumo energético.

De acuerdo con la FAO y la Secretaria de Salud, se estima que actualmente 840 millones de
personas padecen hambre y desnutricion en el mundo. De este total mas de 40 millones son
mexicanos. Cada afio, 17 millones de nifios nacen con bajo peso porque sus madres
sufrieron desnutricién, y este nimero va en aumento segin la OMS.%

Estudios epidemiolégicos demuestran la relacion entre deficiencias nutricionales durante el
desarrollo temprano con diferentes enfermedades e¢n la vida adulta, principalmente
vinculadas con el consumo y la tolerancia a la glucosa, la resistencia a la insulina y otras
mas con el sindrome metabolico. De estas evidencias ha surgido la hipétesis de la
programacion fetal o del desarrollo, la cual propone que la desnutricién fetal desencadena
adaptaciones enddcrinas que cambian permanentemente la morfologia, la fisiologia y el

metabolismo. Por lo tanto el feto serd mas propenso a padecer enfermedades metabdlicas a
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largo plazo como diabetes, obesidad. intolerancia a la glucosa e hipertensién arterial, entre
otras.

Por otro lado, la programacion fetal no sélo afecta a la primera generacion sino que puede
tener consecuencias en la salud, crecimiento y desarrollo de las siguientes generaciones.?’
A la fecha no existen suficientes estudios sobre los efectos transgeneracionales de la
desnutricion proteinica durante el periodo perinatal del desarrollo, por lo que en el presente
trabajo se estudiara el impacto de la restriccion proteinica en el ambiente metabélico de la
vida intrauterina y postnatal de la rata, y se observara si dicho impacto puede trascender a
la siguiente generacion.

Se experimentara con el uso de dos tipos de dietas, ambas isocaldricas pero diferentes en el
contenido de proteina; una con la cantidad normal de proteina y la otra con la mitad de ésta.
De esta manera se lograra la restriccion proteinica en ratas de experimentacién durante la
gestacion y/o la lactancia. Se observara el efecto de esta desnutricion sobre el metabolismo
de glucosa e insulina asi como en la concentracién de leptina en suero de sus crias y a su
vez, se estudiard el efecto de esta restriccion proteinica en las crias de la segunda
generacion.

Los resultados de este estudio seran importantes para conocer el impacto de la calidad de
vida intrauterina sobre la funcionalidad de sistemas complejos y regulados hormonalmente,
como es el metabolismo de glucosa e insulina, y cuyo efecto puede trascender a las

siguientes generaciones.
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2.1 OBJETIVO GENERAL

» Estudiar los efectos metabdlicos de la restriccion proteinica materna durante el

periodo perinatal de la rata, en las crias de la primera y segunda generacion.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

» Registrar el peso corporal y la ingesta de alimento durante la gestacion y la lactancia
de ratas madres de la generacion cero (F0), expuestas a restriccion proteinica en su
alimentacion.

» Registrar el peso corporal de hembras de la primera generacion (F1), asi como de
hembras y machos de la segunda generacion (F2) desde el nacimiento y a diferentes
edades.

s Registrar la ingesta de alimento de hembras de la primera generacién (F1), asi como
de hembras y machos de la segunda generacion (F2) a los 100 dias de edad.

» Cuantificar las concentraciones séricas de leptina en crias hembras de la primera
generacion (F1), asi como de hembras y machos de la segunda generacion (F2) a los
100 dias de edad.

¢ Cuantificar las concentraciones circulantes de glucosa e insulina de crias hembras
de la primera generacion (F1), asi como de crias hembras y machos de la segunda
generacion (F2) a los 100 dias de edad.
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3.1 MODELO BIOLOGICO Y GRUPOS DE ESTUDIO

Los animales empleados para el estudio experimental fueron ratas de la raza Wistar, las
cuales se mantuvieron en cuartos del bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion, Salvador Zubiran (INCMNSZ), en condiciones controladas de temperatura (22° C)
y de ciclos de luz /obscuridad (12:12 h).

Todos los procedimientos involucrados con los animales empleados, fueron aprobados por el
Comité de Etica y Experimentacion Animal del INCMNSZ.

Ratas hembras Wistar de 10 a 12 semanas de edad y con peso de 240 + 20 g, fueron
apareadas con machos de la misma raza. Los animales seleccionados se colocaron en cajas de
acrilico durante 5 dias. Diariamente de 9:00 a 10:00 a.m., se realizaron frotis vaginales a las
hembras. Si en la muestra se observaban espermatozoides, se consideraba como dia 0 de la
gestacion. Antes del inicio de la gestacion, las ratas fueron alimentadas con dieta de bioterio
(Purina 5001, A-0207-171 Rodent Lab. Chow. Richmond, In. E.U.). El alimento y el agua
estuvieron disponibles ad libitum durante todo el estudio experimental.

Las ratas prefiadas, consideradas como la generacion cero (F0), fueron retiradas de la caja de
acrilico y colocadas en cajas separadas. En el dia del parto (dia 22), designado como dia 0 de
lactancia, se registrd el peso y talla de las crias. Para asegurar que la lactancia fuera entre el
mismo nimero de crias, se ajusto la camada a doce crias. Las ratas que tuvieron mas de 14

crias fueron eliminadas del estudio.

Las ratas prefiadas fueron incluidas al azar en dos grupos experimentales, de acuerdo a su
alimentacion.

GRUPO CONTROL (C). Madres gestantes alimentadas con dieta isocaldrica con 20% de
caseina, la cual se denominé dieta control (C).

GRUPO RESTRINGIDO (R). Madres gestantes alimentadas con dieta isocalérica con 10%
de caseina, que se denomino dieta restringida (R).

i
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Después del parto, las crias de ambos grupos experimentales se dividieron en cuatro

subgrupos, de acuerdo a su patrén de alimentacion.

1. GRUPO CONTROL-CONTROL (CC). Grupo alimentado con dieta control durante la
gestacion y lactancia.

II. GRUPO RESTRINGIDO-RESTRINGIDO (RR). Grupo alimentado con dieta
restringida durante la gestacion y lactancia.

III. GRUPO CONTROL-RESTRINGIDO (CR). Grupo alimentado con dieta control
durante la gestacion y con dieta restringida durante la lactancia.

IV. GRUPO RESTRINGIDO-CONTROL (RC). Grupo alimentado con dieta restringida

durante la gestacion y con dieta control durante la lactancia.

Las crias fueron destetadas a los 21 dias de edad y alimentadas con dieta control durante el
resto del estudio. Estas crias conformaron la primera generacion (F1). A los 100 dias de edad,
las crias hembras (F1), se colocaron en cajas de acrilico con ratas macho de la misma raza,
alimentados con dieta de bioterio (Purina 5001) para su cruza. Después de 5 dias, cada una de
las ratas prefiadas se colocaron en cajas de acrilico en donde se mantuvieron durante la
gestacion (22 dias). El dia del parto, asignado como dia 0 de edad, se registro el peso y talla
de cada cria.

Al dia 21 de edad, todas las crias provenientes de los cuatro subgrupos experimentales de la
generacién cero (F0), fueron destetadas de la madre y al igual que las crias de la primera
generacion (F1), consumieron dieta control mientras duré el estudio. A esta misma edad
fueron separadas por género y se mantuvieron 3 crias por sexo por caja y 6 crias por

camada.

3.2 DIETAS

Las dietas utilizadas durante el estudio experimental fueron dietas isocaléricas con diferente
contenido de proteina de acuerdo al tipo de dieta: dieta control (20% caseina) y dieta

restringida (10% caseina). Con el fin de mantener el mismo contenido energético de las

dietas, se compensé la proporcion de proteina con el contenido de hidratos de carbono en
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cada dieta. La formulacién y contenido energético de los dos tipos de dieta, se muestran a

continuacion en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Formulaci6n y contenido energético de la dieta control y restringida
FUENTE: Modificado de Reevesy col.,1999.

FUENTE DE DIETA DIETA
NUTRIMENTO CONTROL RESTRINGIDA
% (g/100g)] keal (% (g/100g)| Kkeal
Caseina (90% de proteina)’ 20 80 10 40
Aceite de maiz * 5 45 5 45
Almidén * 32.5 130 375 150
Dextrosa 32.5 130 37.5 150
Mezcla de-vitaminas' 1 1
Mezcla de minerales’ 3.5 3.5
Cistina ° 0.3 0.3
Colina Clorhidrato * 0.165 0.165
Celulosa ® 5 5
Totales 99.965 385 99.965 385

' La mezcla mixta de vitaminas (Teklad AIN-93-VX TD 94047) contiene: 4cido nicotinico, pantotenato
de calcio, piridoxina, tiamina, riboflavina, acido félico, D-biotina, vitamina B,;, DL-at-acetato

de tocoferon, vitamina A, vitamina Ds, vitamina K, sacarosa.

? La mezcla mixta de minerales (Teklad AIN 93 G-MX TD 94046) contiene: calcio, potasio, sodio,
magnesio, hierro, zinc, manganeso, molibdeno, yodo, fésforo, cloro, azufre, cobre, niquel, vanadio,
silicio.

3 Caseina (libre de vitaminas) y colina clorhidrato de Harlan Teklad Indianépolis, Indiana. E.U. NP
160040.

* Aceite de maiz “La Gloria” México, D.F.
*Almidon y dextrosa de Drogueria cosmopolita S.A. de C.V. Mixcoac, México D.F.

® Celulosa y cistina de Sigma Aldrich St. Louis, MO. E.U. 63103

3.2.1 Elaboracién de dietas
Las dietas fueron preparadas en la planta piloto del departamento de Ciencia y Tecnologia

de Alimentos del INCMNSZ. Para la preparacion de las dietas se sigui6 el siguiente

procedimiento:
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1. Pesar cada uno de los ingredientes de la formulacién en una bascula EURA®
(modelo 2000/100) para la preparacion de 7 kg de cada dieta.
2. Mezclar todos los ingredientes en una mezcladora Hobart® (modelo A200 con
capacidad para 20 | ), a una velocidad media durante 15 minutos.
3. Agregarala mezcla 2 L de agua y mezclar durante 5 minutos mas.
4. Una vez obtenida una mezcla pastosa, extender la masa en una superficie plana y
dividirla en cuadros de 3 x 3 cm y 1.5 cm de grosor.
5. Dejar secar a temperatura ambiente.
Para pesar los ingredientes con un peso menor a 500 g se utilizé una balanza Sartorius® con
sensibilidad de 0.001 g.

3.3 LINEA DE TIEMPO

Peso corporal e Glucosa, ISS':;:S:Y
; ; insulina y :
ingesta de alimento leptina de leptina de
] hembras  Apareamiento hembras y
I | Destete hembras e giere macims
Dia [0 2p 20 21 -~100 -~110]0 21 ~100]
! Gestacion ! Lactancia I l ' 1 !
Peso corporal e Peso corporal e
ingesta de alimento ingesta de alimento
Dieta l Control y/o Restringida Control Control
, J AN J
Y Y Y
FO F1 F2

3.4 PESO CORPORAL E INGESTA DE ALIMENTO

Madres generacién cero (F0)

Se llevo el registro diario del peso corporal y la ingesta de alimento de las ratas madres (F0)
durante la gestacion y la lactancia, con excepcion de la ingesta de alimento durante la

lactancia, la cual se registr6 cada tercer dia.
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Hembras de la primera generaci6n (F1)

Se registr6 el peso corporal de las crias hembras (F1) al nacimiento y a los 100 dias de edad

se llevo a cabo el registro de peso corporal e ingesta de alimento.

Segunda generacion (F2)

El peso corporal de las crias hembras y machos de la segunda generacion (F2) se registro
cada 5 dias a partir de su nacimiento hasta el primer mes de edad. Se continué con la
medicion de peso corporal a partir del tercer mes de edad y posteriormente las ratas se
pesaron cada semana hasta los 100 dias de edad. A partir de esta edad, se registrd tanto el
peso corporal como la ingesta de alimento de las crias de ambos sexos, diariamente durante
dos semanas. En los posteriores meses, las ratas hembras fueron pesadas cada mes hasta el

afo de edad y los machos hasta los 9 meses de edad.
3.5 OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

A los 100 dias de edad las ratas de ambas generaciones (F1 y F2), fueron decapitadas
después de un ayuno de 12 a 14 horas. Después de la decapitacion se recolecté la sangre, la
cual fue centrifugada a 1000 r.p.m.(revoluciones por minuto) por 15 min a 4° C en una
centrifuga Sorvall® RT-7 para la separacién del suero. Las muestras de suero fueron

almacenadas a —20° C hasta su uso en las posteriores determinaciones.

3.6 DETERMINACION DE INSULINA Y LEPTINA EN EL SUERO DE RATA

Las concentraciones de leptina e insulina se cuantificaron en muestras de suero de crias
hembras (F1) y de hembras y machos (F2), provenientes de los cuatro grupos experimentales,
a los 100 dias de edad. Se utilizaron 100 pl de suero por duplicado para la cuantificacién de
leptina e insulina mediante radioinmunoandlisis (RIA), mediante el uso de estuches
adquiridos de Linco Research®, Inc. Missouri, E.U. Estuche de insulina Cat# RI-13K.
Rangos de sensibilidad de 0.3-0.6 ng/ml y de 1.2-2.4 ng/ml. Estuche de leptina Cat.# RL-
83K. Rangos de sensibilidad de 1.1-2.3 ng/ml y de 3.8-7.9 ng/ml. Los reactivos utilizados en

cada estuche fueron almacenados en refrigeracion (2-8° C) por no mas de una semana
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después de recibidos (Anexo 1 y 3). Las muestras se descongelaron unos minutos antes de

empezar con el procedimiento para la cuantificacion de insulina y leptina.
3.6.1 Fundamento

La técnica empleada para la cuantificacion de leptina e insulina en suero fue el
radioinmunoanalisis (RIA). En el RIA una cantidad de anticuerpo se mezcla con una
concentracion constante de antisuero. Al mismo tiempo, se mezcla con la hormona control
purificada o antigeno, que ha sido marcado con un isétopo radioactivo. La unién de la
hormona del liquido a analizar y la hormona control radiactiva compiten por los sitios de
union del anticuerpo. La cantidad de la hormona no marcada y radioactiva que se une al
anticuerpo, sera proporcional a su concentracién en la muestra a analizar. Cuando la unién ha
alcanzado su equilibrio, se separa el complejo anticuerpo-hormona del resto de la solucién y
con un instrumento que mida la radioactividad, se determina la cantidad de hormona marcada
que se ha unido al complejo, la cual disminuird conforme la concentracion de la hormona en

la muestra problema aumente.
3.6.2 Procedimiento para la cuantificacién de insulina en el suero de rata

Para la cuantificacion de insulina en el suero de rata se utiliza una solucién de insulina

marcada radioactivamente con 1 '**

(Linco ®) asi como soluciones estandar de insulina de
rata no marcada radioactivamente a diferentes concentraciones, con las que se grafica la
curva patron (Anexo 2) para asi calcular las concentraciones de insulina en la muestra

problema.
El procedimiento para la cuantificacion de insulina en el suero de rata se realizé en dos

dias.

Dia uno

1. Rotular dos tubos de vidrio de 12 x 75 mm (1 y 2) como cuentas totales en los

cuales se agregan 100 pl de la solucion de insulina marcada radioactivamente.
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2.

L3

9.

Rotular dos tubos de vidrio de 12 x 75 mm (3 y 4) como uniones no especificas en
los cuales se agregan 200 pl del amortiguador de ensayo y 100 pl de la solucion de
insulina marcada radioactivamente.

Rotuldr los siguientes dos tubos de vidrio de 12 x 75 mm (5 y 6) como blanco en
donde se agregan 100 pl del amortiguador de ensayo, 100 pl de la solucion de
insulina marcada radioactivamente y 100 pl de la solucion con el anticuerpo de
insulina de rata.

A los siguientes 14 tubos de vidrio de 12 x 75 mm para la curva patrén (7 al 20), se
les agregan 100 pl de las soluciones estandar con diferentes concentraciones de
insulina de rata no marcada radioactivamente, por duplicado.

Rotular los tubos 21 y 22 como controles de calidad 1 y 2 respectivamente a los que
se les agregan 100 pl de la soluciones de control de calidad 1y 2.

Rotular adicionalmente suficientes tubos (23 en adelante) para las muestras de suero
a analizar.

Colocar 100 pl de las muestras por duplicado, directamente en el fondo del tubo.
Adicionar 100 pl de la solucién de insulina marcada radioactivamente y 100 pl de la

solucién con el anticuerpo de insulina de rata a todos los tubos, a partir del niimero
7.

Agitar con vortex, cubrir e incubar todos los tubos de 20 a 24 horas a 4° C.

Dia dos

10.

13.

14.

Agregar 1 ml del reactivo precipitante a 4° C a todos los tubos, con excepcion de los
tubos de cuentas totales (1 y 2).

. Agitar con vortex e incubar todos los tubos por 20 minutos a 4° C.
12.

Centrifugar a 3,000 r.p.m. a 4° C todos los tubos con excepcion de los tubos de
cuentas totales.

Inmediatamente después decantar completamente el sobrenadante de todos los tubos
centrifugados y remover la mayor cantidad de liquido posible.

Medir la radioactividad en cuentas por minuto de las pastilla (pellets) obtenidos en

un contador de radiaciones gamma.
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3.6.3 Procedimiento para la cuantificacién de leptina en el suero de rata

Para la cuantificacion de leptina en el suero de rata se utiliza una solucién de leptina

marcada radioactivamente con

1'% (Linco ®) asi como soluciones estandar de leptina de

rata no marcada radioactivamente a diferentes concentraciones, con las cuales se grafica la

curva patron (Anexo 4) y asi calcular las concentraciones de leptina en la muestra

problema.

El procedimiento para la cuantificacién de leptina en el suero de rata se realizo en tres dias.

Dia uno

1.

Rotular dos tubos de vidrio de 12 x 75 mm (3 y 4) como uniones no especificas en
los cuales se agregan 300 pl del amortiguador de ensayo.

Rotular los siguientes dos tubos de vidrio de 12 x 75 mm (5 y 6) como blanco en
donde se agregan 200 pl del amortiguador de ensayo y 100 pl de la solucion con el
anticuerpo de leptina de rata.

A los siguientes 14 tubos de vidrio de 12 x 75 mm para la curva patron (7 al 20), se
les agregan 100 pl de las soluciones estindar con diferentes concentraciones de
leptina de rata no marcada radioactivamente, por duplicado y 100 pl de la solucién
con el anticuerpo de leptina de rata a cada tubo.

Rotular los tubos 21 y 22 como controles de calidad 1 y 2 respectivamente a los que
se les agregan 100 pl de la soluciones de control de calidad 1 y 2.

Rotular adicionalmente suficientes tubos (23 en adelante) para las muestras de suero
a analizar.

Colocar 100 pl de las muestras por duplicado, directamente en el fondo del tubo.
Adicionar 100 pl de la solucién con el anticuerpo de leptina de rata a todos los
tubos, a partir del nimero 7.

Agitar con vortex, cubrir e incubar todos los tubos de 20 a 24 horas a temperatura

ambiente.
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Dia dos

9. Rotular dos tubos de vidrio de 12 x 75 mm (1 y 2) como cuentas totales en los
cuales se agregan 100 pl de la solucion de leptina marcada radioactivamente.

10. Adicionar 100 pl de la solucién de leptina marcada radioactivamente al resto de los
tubos.

11. Agitar con vortex, cubrir e incubar todos los tubos de 20 a 24 horas a temperatura

ambiente.

Dia tres

12. Agregar 1 ml del reactivo precipitante a 4° C a todos los tubos, con excepcién de los

. tubos de cuentas totales (1 y 2).

13. Agitar con vortex e incubar todos los tubos por 20 minutos a 4° C.

14. Centrifugar a 3,000 r.p.m. a 4° C todos los tubos con excepcion de los tubos de
cuentas totales.

15. Inmediatamente después decantar completamente el sobrenadante de todos los tubos
centrifugados y remover la mayor cantidad de liquido posible.

16. Medir la radioactividad en cuentas por minuto de los pastillas (pellets) obtenidos en

un contador de radiaciones gamma.

3.7 DETERMINACION DE GLUCOSA EN SUERO DE RATA

La cuantificacién de glucosa, tanto en suero de crias hembras (F1) como en hembras y
machos (F2) a los 100 dias de edad, se realizd mediante el Sistema Clinico SYNCHRON
CX de Beckman Coluter (BC) Fullerton, C.A., E.U. Este sistema cuantifica las
concentraciones de glucosa en suero a través de métodos enzimaticos utilizando reactivos
especificos para cada determinacion. La proporcion usada es una parte de muestra y 100 de
reactivo. El sistema dispensa autométicamente los volimenes apropiados de muestra y

reactivo en la cubeta. Los reactivos se almacenan a una temperatura de 2 a 8° C.
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3.7.1 Fundamento

Las determinaciones cuantitativas del Sistema Clinico SYNCHRON CX son enzimaticas.
por lo que los reactivos requeridos para la cuantificacion de glucosa estan conformados por
enzimas especificas que catalizan una reaccion especifica dentro de la ruta metabdlica
requerida. Las concentraciones de glucosa se determinan indirectamente por
espectrofotometria, en donde las concentraciones de los metabolitos de la reaccién
enzimatica son directamente proporcionales a las concentraciones de glucosa. Las
absorbancias obtenidas son transformadas mediante los célculos que el sistema efectiia
internamente en el resultado final, reportado en mg/dl.

El Sistema SYNCHRON CX utiliza el reactivo glucosa para medir las concentraciones de
glucosa en suero. El fundamento de la cuantificacion de glucosa se basa en el siguiente

esquema de reaccion.

Glucosa + ATP K Glucosa 6-fosfato + ADP
Glucosa 6-fosfato + NAD* -ﬂ. 6-fosfogluconato + NADH + H*

Figura 3.1 Reacciones para la cuantificacion de glucosa en suero

HK: hexoquinasa; G6PDH: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa; ATP: adenosina trifosfato;
ADP: adenosina difosfato; NAD" : nicotinamida adenina dinucleétido (forma oxidada);
NADH: nicotinamida adenina dinucleétido (forma reducida).

En la reaccion, la hexoquinasa (HK) cataliza la transferencia de un grupo fosfato del
adenosina trifosfato (ATP) a la glucosa para formar adenosina difosfato (ADP) y glucosa 6-
fosfato. La glucosa 6-fosfato luego se oxida a 6-fosfogluconato con la reduccién de
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD®) para dar su correspondiente forma reducida
(NADH) por la accion catalitica de la glucosa6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH).

El sistema controla el cambio de absorbancia a 340 nm. Este cambio de absorbancia es
directamente proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra de suero y es usado

por el sistema para calcular y expresar la concentracion de glucosa.
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En la tabla 3.2 se muestra la composicién del reactivo glucosa utilizado por el sistema

SYNCHRON CX, para la determinacion enzimatica de las concentraciones de glucosa en
suero.

Tabla 3.2 Composicion del reactivo glucosa

REACTIVO CONCENTRACION

Adenosina trifosfato 3.8 mmol/ ]
NAD* 2.7 mmol/l
Hexoquinasa 2.0KIU/
Glucosa 6-PDH 3.0KIUA

3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos se presentan como la media % error estandar. El andlisis estadistico se
llevé a cabo utilizando andlisis de variancia (ANOVA) de una via siguiendo la prueba de
Dunett, considerando un nivel minimo de significancia de p<0.05. El analisis estadistico se
realizo utilizando la versién 2.0 de Sigma Stat.
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4.1 EFECTO DE LA DIETA SOBRE EL PESO CORPORAL Y LA INGESTA DE
ALIMENTO DE LAS MADRES DE LA GENERACION CERO (F0)

4.1.1 Peso corporal durante la gestacién y la lactancia

Los resultados del peso corporal de las madres de la generacion 0 (F0). muestran que el
consumo de dieta control (20% de caseina) o restringida (10% de caseina) no altero el peso
corporal de las madres durante la gestacién, como se observa en la figura 4.1. Sin embargo,
al final de este periodo los grupos restringidos tuvieron una ligera disminucion de peso, lo

cual no fue significativo.

450 4

200

0 22-(3‘k 3 1 Edad (dias)

Gestacion Lactancia

Figura 4.1 Peso corporal materno (F0) durante la gestacion y la lactancia.
Datos expresados como media * error estandar; n= 10 madres por grupo.
La caida de peso corporal al término de la gestacion, indica el inicio de la lactancia durante
la cual el tratamiento materno con la dieta restringida altera el peso corporal de los grupos
restringidos en este periodo (RR y CR). El grupo alimentado con dieta restringida en la
gestacion y la lactancia (RR), contintia con el menor peso corporal que mostré durante la
gestacion (Figura 4.1). El grupo restringido unicamente durante la lactancia (CR), a pesar
de que mantuvo su peso similar al grupo control (CC) durante la gestacion, en la lactancia

mostré una pérdida de peso, la cual no fue significativa.

o



Paola Maria Meartinez Samavaa RESULTADON

4.1.2 Ingesta de alimento durante la gestacién y la lactancia

El registro de la ingesta de alimento durante la gestacion y la lactancia de las madres de la
generacion cero (F0) pertenecientes a los cuatro grupos experimentales, se muestran en la
figura 4.2. El tratamiento de las madres (FO) con dieta control o restringida durante la
gestacion, no afectd su ingesta de alimento. Después de la disminucion en la ingesta de
alimento al término de la gestacion y al inicio de la lactancia, las madres (F0) alimentadas
con dieta restringida en la lactancia (RR y CR), presentaron menor ingesta de alimento a
pesar de no ser significativo. Esto también se observo en el registro de peso corporal

durante la lactancia de las madres (F0) que se muestra en la figura 4.1.

—e— CC

80 -

40

Ingesta de alimento (g)

20 4

0 . . v x . ]
(}h — JZZLU — 21 Edad (dias)
Gestacién Lactancia

Figura 4.2 Ingesta de alimento materno (F0) durante la gestacion y la lactancia.
Datos expresados como media  error estiandar; n= 10 madres por grupo.
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42 EFECTO DE LA DIETA MATERNA (F0) EN LAS CRiAS HEMBRAS DE LA
PRIMERA GENERACION (F1)

4.2.1 Perfil de crecimiento

El peso al nacimiento de las crias hembras de la primera generacion (F1) fue
estadisticamente diferente como se observa en la figura 4.3. Las crias hembras (F1) cuyas
madres consumieron dieta restringida (10% de caseina) durante la gestacion tuvieron menor
peso al nacimiento (5.69 + 0.10 g) con respecto a las crias hembras de madres alimentadas

con dieta control (6.08 + 0.08 g).

b O 2
= = ES

Peso corporal (g)

£
%

0071 ' .
Control (C) Restringido (R)

Figura 4.3 Peso al nacimiento de las crias hembras (F1).
Datos expresados como media  error estindar; n= 16 animales
del grupo C y 22 del grupo R. * p<0.05 vs grupo control (C).

Los datos para el perfil de crecimiento de las hembras (F1) a los 21, 100, 270 dias y al afio
de edad, se muestra en la tabla 4.1. Durante el crecimiento de las crias hembras cuyas
madres consumieron dieta control y restringida durante la gestacién y/o la lactancia,
observamos que habo diferencias estadisticas significativas (p<0.05). El peso corporal de
las hembras de los grupos restringidos durante la lactancia (RR y CR) es menor que el de
las hembras del grupo control (CC) en todas las edades. El grupo restringido tinicamente
durante la gestacion (RC) presenté mayor peso al nacimiento y al afio de edad, aunque no

significativo, respecto al grupo control (CC).
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Tabla 4.1 Perfil de crecimiento de las crias hembras (F1) de los cuatro grupos
experimentales

Edad CC(g) RR (g) CR () RC (g)

21d 38.72+£1.93a 22.89 £ 0.69b 27.30+0.36b 4291 £+ 1.04a
n=5 n=5 n=6 n=6

100d 319.24+996a 248.68+16.21b 259.67+10.4b,c 311.05+25.1a,c
n=5 n=5 n=6 n=6

270d 406.78 £ 16.89a 328.92+14.27b 331.95+8.15b 396.51 £47.37a
n=4 n=4 n=5 n=5

1 afo 400.38+15.33a 322.1+1545b 326.93+6.52b 493.30+43.72a
n=4 n=4 n=5 n=5

Datos expresados como la media = error estindar; n= nimero de camadas. Datos con letras
diferentes son estadisticamente diferentes, p<0.05.

4.2.2 Crias hembras (F1) en la edad adulta joven
4.2.2.1 Ingesta de alimento y peso corporal

Respecto al registro de ingesta de alimento de las hembras (F1) en la edad adulto joven
(100 dias de edad), se encontraron diferencias estadisticas significativas (p<0.05). En la
tabla 4.2 se muestra que los grupos experimentales de hembras (F1) cuyas madres
consumieron dieta restringida durante la lactancia (RR y CR), mostraron menor consumo
de alimento respecto al grupo control (CC).

Las mismas diferencias significativas encontradas en el caso de la ingesta de alimento, se
observaron en el peso corporal de las hembras (F1) a la misma edad (Tabla 4.2). Las
hembras (F1) de madres (FO) alimentadas con dieta restringida durante la lactancia (RR y
CR), tuvieron menor peso corporal (p<0.05). En estos grupos experimentales, el peso
corporal cambia con la ingesta de alimento, ya que al disminuir la ingesta de alimento, las
hembras (F1) de estos grupos experimentales (RR y CR) pesan menos respecto al grupo
control (CC). Sin embargo, el grupo restringido unicamente durante la gestacién (RC), a
pesar de haber consumido la misma cantidad de alimento que los grupos restringidos

durante la lactancia (RR y CR) mostré un peso similar al grupo control.
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Tabla 4.2 Ingesta de alimento y peso corporal de las crias hembras (F1) de los cuatro
grupos experimentales a los 100 dias de edad

CC RR CR RC

Ingesta de
alimento (g/dia) 22.79+1.03a 19.45+0.19p  19.51+0.40b  20.10+2.20ab

Peso
corporal (g) 319.24+9.96a 248.68+16.2b 259.67+10.4b.c 311.05+25.1ac

Datos expresados como la media + error estandar; n= 5-6 camadas por grupo. Datos con letras
diferentes son estadisticamente diferentes, p<0.05.

4.2.2.2 Concentraciones de leptina

Los resultados de las concentraciones séricas de leptina de las hembras (F1) a los 100 dias
de edad se muestran en la grifica 4.4. Se observaron diferencias significativas entre los
grupos de hembras (F1) cuyas madres consumieron dieta restringida durante la lactancia
(RR y CR) respecto al grupo control (CC). Grupo CC ( 3.44 * 0.44 ng/ml), grupo RR (1.44
+0.21 ng/ml), grupo CR (1.83 £ 0.31 ng/ml) y grupo RC (2.34 £ 0.27 ng/ml).

Leptina (ng/ml)

CC RR CR RC

Figura 4.4 Concentraciones de leptina en suero de crias hembras (F1) a los 100 dias de edad, para
los cuatro grupos experimentales: grupo CC, RR CR y RC. Datos expresados como la media +
error estindar; n= 5-6 camadas por grupo. Datos con letras diferentes son estadisticamente
diferentes, p<0.05.

A pesar de que los grupos restringidos durante la lactancia (RR y CR) presentaron menor

peso corporal y menores concentraciones séricas de leptina, su ingesta de alimento es
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también menor, lo cual indica que hay una alteracién en el balance energético. Al presentar
menores concentraciones de leptina, se espera que el gasto energético disminuya y la

ingesta aumente. *'

4.2.2.3 Concentraciones de glucosa e insulina

Respecto a las concentraciones de glucosa e insulina en suero entre los grupos
experimentales, no se observaron diferencias significativas (p<0.05). Las concentraciones
de glucosa de los grupos experimentales son similares al grupo CC. ( Grupo CC 73.3 *
3.98 mg/dl, RR 80.5 + 3.9 mg/dl, CR 78.3 + 4.1 mg/dl, RC 84.7 mg/dl). Sin embargo, las
concentraciones de insulina, a pesar de que no fueron estadisticamente diferentes respecto
al grupo control (p>0.05), los grupos de hembras (F1) cuyas madres (F0) fueron
alimentadas con dieta restringida durante la lactancia (grupo RR y CR), mostraron menor
concentracion de insulina ( 10.4 £ 1.9 pU / ml y 9.2 + 2.1 pU/ml, respectivamente; figura
4.5) que el grupo control y el grupo de hembras de madres alimentadas con dieta restringida
unicamente durante la gestacién (12.6 + 1.9 pU/ml y 13.5 £ 2.5 pU/ml, respectivamente;
figura 4.5).

-58 -



Paola Maria Martines Samavoa RESULTADOYS

100 4 18
- 16
—_— e o~
S £
E 60 =
£ 03
o
@ Lg &
8 40 1 i
2 6 2
] |, £
20 A
F 2
0 0

CC RR CR RC

Figura 4.5 Concentraciones de glucosal__] e insulina EZZ en suero de hembras (F1) de los
cuatro grupos experimentales: grupo CC, RR CR y RC. Datos expresados como la media + error
estandar; n= 5-6 camadas por grupo.

Respecto a los resultados de la relacion insulina/glucosa (figura 4.6), se observa que los
grupos de hembras (F1) cuyas madres (FO) consumieron dieta restringida durante la
lactancia (RR y CR) presentaron menores valores (p<0.05): 0.13 + 0.013 y 0.12 £ 0.013,
respectivamente, que los del grupo RC, grupo restringido unicamente durante la gestacion
(0.17 £ 0.009). A pesar de que el grupo control (CC) tuvo un valor en la relacion
insulina/glucosa (0.16 = 0.015) similar al grupo RC, los grupos restringidos durante la

lactancia no fueron estadisticamente diferentes con respecto al grupo control (CC).

-59.



Faola Muaria Martinez Sameavou RESULTADON

0.20 ab
] 0.16 T
@ 0.12
w© i
£ oos
2
= 0.04 &

0.00 i

cC RR CR RC

Figura 4.6 Relacion insulina/glucosa de las hembras (F1) de los cuatro grupos experimentales:
grupo CC, RR, CR y RC. Datos expresados como la media * error estandar; n= 5-6 camadas por
grupo. Las letras representan la diferencia significativa entre los grupos experimentales, p<0.05.

43 EFECTO DE LA DIETA MATERNA (F0) EN LAS CRiAS HEMBRAS DE LA
SEGUNDA GENERACION (F2)

4.3.1 Perfil de crecimiento

El consumo de dieta restringida durante la gestacion y/o la lactancia de las abuelas ( ratas
F0) de las crias hembras de la segunda generacion (F2), no alteré el perfil de crecimiento de
las crias hembras (F2) desde el nacimiento y a los 21, 100, 270 dias y al afio de edad,
respecto al grupo control (CC). La restriccién proteinica en la dieta de las madres (F0), la
cual alteré el crecimiento de las crias hembras (F1) de madres alimentadas con dieta
restringida durante la lactancia (RR y CR), no afect6 el crecimiento de sus crias hembras
(F2) en las primeras etapas de la vida y hasta la edad adulto joven (dia 100). Sin embargo,
como se muestra en la figura 4.7, los grupos de hembras (F2) cuyas abuelas (F0)
consumieron dieta restringida en la lactancia (RR y CR) comenzaron a tener menor peso, a
partir de la edad adulto maduro (270 dias) y hasta el afio de edad. Los efectos de la
restriccion proteinica materna (FO) durante la lactancia podrian observarse hasta la edad
adulto maduro de las hembras (F2).

Por otro lado, el grupo RC de hembras (F2) mostraron mayor peso, estadisticamente

significativo (p<0.05) respecto a los grupos RR y CR. A pesar de no ser diferentes
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estadisticamente respecto al grupo control (CC), este grupo tuvo el mayor peso al
nacimiento y a partir de la edad adulto joven (dia 100) hasta el afio de edad, lo cual también
se observo durante el crecimiento de las crias hembras (F1), con excepcion de los 100 y
270 dias de edad.

Tabla 4.4 Perfil de crecimiento de las crias hembras (F2) de los cuatro grupos

experimentales
Edad CC(g) RR (g) CR (g) RC (g)
Al nacimiento  5.94 £ 0.14a,b 5.57+0.13a 6.04 £ 0.13a,b 6.25+0.16b
n=6 n=6 n=6 n=4
21d 45.04 £ 0.86 43.61 £ 0.86 44,99 + 0.76 4499+2.18
n=6 n=6 n=6 n=4
100d 292.24 + 8.24ab 298.09+10.16a,b 284.57+6.06a 317.26%6.15b
n=6 n=6 n=6 n=4
270d 332.57+10.87a.b 320.22+15.42ab 308.57+5.69a 346.02+ 10.41b
=5 n=>5 n=>5 n=4
1 afio 381.66 + 26.06 34758+ 18.58 367.16+14.99 403.02+26.18
n=5 n=5 n=5 n=4

Datos expresados como la media + error estandar; n= nimero de camadas. Datos con letras
diferentes son estadisticamente diferentes, p<0.05.
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Figura 4.7 Curva de crecimiento de hembras (F2) pertenecientes a los cuatro grupos
experimentales: grupo CC, RR, CR y RC. Datos expresados como la media + error estandar; n=4-6
camadas por grupo.
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4.3.2 Crias hembras (F2) en la edad adulta joven
4.3.2.1 Ingesta de alimento y peso corporal

El efecto de la restriccion proteinica materna (F0) durante la gestacion y/o la lactancia no
afecto la ingesta de alimento de las hembras (F2), a los 100 dias de edad. Como se muestra
en la figura 4.8 B, no se observd diferencia estadistica en la ingesta de alimento entre los
grupos experimentales (CC 19.69 + 0.71, RR 18.89 + 0.78, CR 19.45 + 0.46, RC 19.02 =
0.34 g/dia; figura 4.8 B) y esto se presenta durante los quince dias en los cuales se registré
la ingesta de alimento (Figura 4.9 B) de los cuatro grupos experimentales. Al inicio del
registro se observa disminucion de la ingesta de alimento en los grupos experimentales
(Figura 4.9 B), lo que pudo haberse presentado por alteraciones en los ciclos de
luz:obscuridad o por cambios en la temperatura del bioterio. Esto pudo haber provocado la

pérdida de peso corporal en los cuatro grupos experimentales durante los primeros dias de

registro (Figura 4.9 A).
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Figura 4.8 Resultados de A. Peso corporal y B. Ingesta de alimento de las crias hembras (F2) a los
100 dias de edad, de los cuatro grupos experimentales: grupo CC, RR, CR y RC. Datos expresados
como la media + error estandar; n= 4-6 camadas por grupo. .

Los resultados de la ingesta de alimento se acompaiian de los del peso corporal a los 100
dias de edad (Figura 4.8A), en los cuales tampoco se observé diferencia estadistica entre los
grupos experimentales, sin embargo el grupo de hembras cuyas abuelas consumieron dieta

restringida durante la gestacion (RC), presentd el mayor peso, a pesar de no ser
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significativo y a pesar de que la ingesta de alimento fue similar al resto de los grupos
experimentales. Este comportamiento se presenté durante los quince dias en que se llevo a
cabo el registro de peso corporal (Figura 4.9A), al mismo tiempo en que se registro la

ingesta de alimento de los cuatro grupos experimentales.
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Figura 4.9 Resultados del registro diario de A. Peso corporal y B. Ingesta de alimento de hembras
(F2) de los cuatro grupos experimentales: grupo CC, RR, CR y RC. Datos expresados como la
media + error estandar; n= 4-6 camadas por grupo.

4.3.2.2 Concentraciones de leptina

El tipo de dieta que consumieron las madres (FO) durante la gestacion y/o la lactancia no
influy6 en las concentraciones séricas de leptina de las crias hembras (F2) en la edad adulto
joven (100 dias). No se presentaron diferencias significativas entre las concentraciones de

leptina de los cuatro grupos experimentales (Tabla 4.5).

Tabla 4.5 Concentraciones de leptina en crias hembras (F2) a los 100 dias de edad, de los cuatro

grupos experimentales
CC RR CR RC
Leptina 3.13+£0.26 3.74 £ 0.46 2.08%0.16 2791034
(ng/ml) n=6 n=6 n=6 n=4

Datos expresados como la media + error estandar; n= nimero de camadas.
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4.3.2.3 Concentraciones de glucosa e insulina

Se observo que las concentraciones de glucosa en suero de las hembras (F2) no mostraron
diferencia significativa entre los grupos experimentales ( CC: 67.6 £ 6.92 mg/dl; RR: 67.2
+ 6.04 mg/dl; CR: 58.8 + 3.29 mg/dl; RC: 63.3 + 0.80 mg/dl; figura 4.10). Sin embargo,
las concentraciones de insulina en suero presentaron diferencias significativas (p<0.05). El
grupo de hembras (F2) de abuelas alimentadas con dieta restringida inicamente durante la
gestacion (RC) tuvo mayor concentracion de insulina ( 10.1 + 1.81 pU/ml) a los 100 dias
de edad que las hembras (F2) del resto de los grupos experimentales, p<0.05. (CC: 3.2 +
0.84 pU/ml; RR: 1.5 £ 0.52 pU/ml, CR: 2.6 £ 0.38 pU/ml; figura 4.10).
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Figura 4.10 Concentraciones de glucosa e insulinaBZZen suero de hembras (F2) de los cuatro
grupos experimentales: grupo CC, RR, CR y RC. Datos expresados como la media + error
estindar; n= 4-6 camadas por grupo. Datos con letras diferentes son estadisticamente diferentes,
p<0.05.

Las diferencias estadisticas (p<0.05) observadas entre las hembras (F2) del grupo RC y el
resto de los grupos experimentales, también se presentaron en la relacién insulina/glucosa.
Se observa que el metabolismo de glucosa e insulina de hembras (F2) del grupo RC fue el
mas afectado por la restriccion proteinica de sus abuelas (F0). (CC: 0.04  0.01, RR: 0.02
+0.008, CR: 0.05 £ 0.009, RC: 0.16 + 0.04; figura 4.11).
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Figura 4.11 Relacion insulina/glucosa de las hembras (F2) de los cuatro grupos experimentales:
grupo CC, RR, CR y RC. Datos expresados como la media + error estandar; n= 4-6 camadas por
grupo. Las letras representan la diferencia significativa entre los grupos experimentales. p<0.05.

4.4 EFECTO DE LA DIETA MATERNA (F0) EN LAS CRiAS MACHOS DE LA
SEGUNDA GENERACION (F2)

4.4.1 Perfil de crecimiento

La restriccion proteinica de las madres (F0) no alterd el peso al nacimiento de las crias
macho de la segunda generacion (F2). El grupo de machos (F2) cuyas abuelas consumieron
dieta restringida durante la gestacion (RC) mostré mayor peso, aunque no significativo con
respecto al resto de los grupos experimentales. Dentro del perfil de crecimiento (tabla 4.5),
a partir del destete (dia 21) y a los 100 y 270 dias de edad, se observo diferencia estadistica
(p<0.05). Los grupos de machos (F2) de abuelas alimentadas con dieta restringida en la
lactancia (RR y CR) tuvieron menor peso corporal con respecto al grupo control (CC), a los
100 dias de edad. A los 21 dias de edad, el grupo de machos (F2) de abuelas restringidas en
el consumo de proteina durante la gestacion y la lactancia (RR), fue significativamente
menor que el grupo control, lo cual también se presenté con el grupo restringido
unicamente durante la lactancia (CR), pero a la edad de 270 dias.

A pesar de que el grupo de machos (F2) cuyas abuelas fueron alimentadas con dieta

restringida en la gestacion (RC), present6 un peso significativamente menor a los 21 dias de
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edad con respecto al grupo control, a los 100 dias de edad presenté mayor peso (no
significativo). A la edad de 270 dias, este mismo grupo tuvo el mayor peso de todos los
grupos experimentales, sin embargo solamente fue estadisticamente diferente (p<0.05) con
respecto al grupo CR. Como se observa en la figura 4.12, a partir de los 100 dias de edad el
grupo de machos (F2) cuyas abuelas consumieron dieta restringida durante la gestacion
(RC). presentaron el mayor peso corporal, sin embargo este aumento de peso no fue
estadisticamente diferente respecto al grupo control (CC), mientras que el grupo CR de

machos (F2) se mantuvo con el menor peso.

Tabla 4.5 Perfil de crecimiento de las crias macho (F2) de los cuatro grupos

experimentales
Edad CC () RR (g) CR (g) RC(g)
Al nacimiento 6.21+£0.18 6.00+0.16 6.29+0.11 6.53+0.12

n=6 n=6 n=6 n=4

21d 48.35+0.66a 4541+0.63b 46.24+0.88ab 4485+1.73b
n=6 n=6 n=6 n=4

100d 489.63+6.70a  459.14+8.84b 460.21 + 8.30b 483.86 +11.65a,b
n=6 n=6 n=6 n=4

270d 559.65 + 7.65a,b 542.37+10.86a,b 522.59 + 9.85a 570+ 7.05b
n=5 n=>5 n=>5 n=4

Datos expresados como la media £ error estindar; n= nimero de camadas. Datos con letras
diferentes son estadisticamente diferentes, p<0.05.
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Figura 4.12 Curva de crecimiento de machos (F2) de los cuatro grupos experimentales: grupo

CC, RR, CR y RC. Datos expresados como la media + error estandar, 1* RR y RC vs grupo CC a

los 21 dias de edad y 2* RR y CR vs grupo CC a los 100 dias de edad, p<0.05; n= 4-6 camadas por

grupo.
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4.4.2 Crias machos (F2) en la edad adulta joven

4.4.2.1 Ingesta de alimento y peso corporal

Respecto a la ingesta de alimento de los machos (F2) en la edad adulto joven (100 dias) que
se muestra en la figura 4.12B, se observé que los grupos de machos (F2) provenientes de
abuelas (F0) alimentadas con dieta restringida durante la lactancia (RR y CR), fueron
estadisticamente diferentes (p<0.05) respecto al grupo control. Los grupos RR y CR
tuvieron menor ingesta (27.89 £+ 1.22 y 27.99 + 0.87 g/dia, respectivamente) que el grupo
CC (32.41 = 0.87 g/dia). La disminucién de la ingesta de alimento en estos grupos de
machos (F2) provenientes de abuelas desnutridas en la lactancia (RR y CR), repercutié en
el peso corporal debido a que tuvieron menor peso (p<0.05) con respecto al grupo control
(CC). El grupo RC de machos (F2) mostré peso corporal similar al grupo CC.(Figura
4.12A). Este compartamiento se present6 durante el registro diario de ingesta de alimento y
peso corporal durante quince dias (Figura 4.13 A y B), aunque en los primeros dias del
estudio se registré una caida de la ingesta e alimento en los cuatro grupos experimentales lo

cual pudo originarse por cambios en los ciclos de luz:obscuridad o en la temperatura del

bioterio.
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Figura 4.12 Resultados de A. Peso corporal y B. Ingesta de alimento de las crias macho (F2) a los
100 dias de edad de los cuatro grupos experimentales: grupo CC, RR, CR y RC. Datos expresados
como la media + error estindar; n= 4-6 camadas por grupo. Las letras diferentes representan la
diferencia estadistica, p<0.05.
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Figura 4.13 Resultados del registro diario de A. Peso corporal y B. Ingesta de alimento de machos
(F2) de los cuatro grupos experimentales: grupo CC, RR, CR y RC. Datos expresados como la
media + error estandar: n= 4-6 camadas por grupo.

Estos resultados muestran que el efecto de la desnutricion proteinica de las madres (F0)
durante la lactancia, no sélo se manifesté en la disminucion de peso e ingesta de alimento
de los grupos experimentales de hembras (F1), sino que cuando éstas hembras (F1) fueron
madres, sus crias macho (F2) presentaron el mismo efecto que sufrieron sus madres a la

misma edad. Estos resultados muestran la presencia del efecto transgeneracional.

4.4.2.2 Concentraciones de leptina

A pesar de haber observado diferencias estadisticas (p<0.05) en el peso corporal e ingesta
de alimento entre los cuatro grupos experimentales de los machos (F2) de abuelas
desnutridas durante la gestacion y/o la lactancia (F0), las concentraciones séricas de leptina
no fueron estadisticamente diferentes (Tabla 4.6), al igual que lo ocurrido con las

concentraciones de leptina de hembras (F2).

Tabla 4.6 Concentraciones de leptina en crias macho (F2) a los 100 dias de edad, de los
cuatro grupos experimentales

CC RR CR RC
Leptina 6.24 +1.87 5.84 +121 572+1.26 751+1.24
(ng/ml) n=6 n=56 n=6 n=4

Datos expresados como la media + error estandar; n= nimero de camadas.
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4.4.2.3 Concentraciones de glucosa e insulina

Las concentraciones séricas de glucosa e insulina de los machos (F2) cuyas abuelas (FO0)
fueron desnutridas en la gestacién y/o la lactancia (F0), mostraron diferencias significativas
entre los grupos experimentales (Fig. 4.14). El grupo de machos (F2) de abuelas
alimentadas con dieta restringida durante la lactancia (CR), presenté concentraciones de
glucosa significativamente maés altas (p<0.05) con respecto al grupo control, CC. ( 58 %
508 mg/dl vs 422 + 2.28 mg/dl, respectivamente); lo mismo ocurri6 en las
concentraciones de insulina ( CR: 33.2 £ 10.1 pU/ml vs CC: 4.2 £ 1.7 pU/ml). Con
respecto al grupo RR de machos (F2), no presenté diferencias significativas en las
concentraciones de glucosa e insulina (47.2 + 4.23 mg/dl y 13.82 pU/ml, respectivamente)
respecto a las concentraciones de glucosa e insulina del grupo control, CC. ( 42.2 + 2.28
mg/dl y 4.2 £ 1.7 pU/ml, respectivamente).

Se observo que la concentracién de insulina (12.4 £ 1.5 pU/ml) del grupo de machos (F2)
cuyas abuelas consumieron dieta restringida durante la gestacion (RC), fue
significativamente mayor (p<0.05) que el grupo control (CC). Sin embargo, la relacion
insulina/glucosa solamente mostré diferencias entre los grupos de machos (F2)
provenientes de abuelas con restriccion proteinica durante la lactancia (RR y CR) con
respecto al grupo CC, en donde el grupo CR fue el més afectado. ( Insulina/glucosa del
grupo CC: 0.113 £ 0.05, RR: 0.39 £ 0.09, CR: 0.65 + 0.051, RC: 0.40 £ 0.16; figura 4.15).
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Figura 4.14 Concentraciones de glucosal_J e insulinaZZ4 en suero de machos (F2) de los cuatro
grupos experimentales: grupo CC, RR, CR y RC. Datos expresados como la media + error
estandar; n= 4-6 camadas por grupo. Datos con letras diferentes son estadisticamente diferentes,
p<0.05.
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Figura 4.15 Relacién insulina/glucosa de los machos (F2) de los cuatro grupos experimentales:
grupo CC, RR, CR y RC. Datos expresados como la media * error estandar; n= 4-6 camadas por
grupo. Las letras representan la diferencia significativa entre los grupos experimentales, p<0.05.
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5. DISCUSION

El estrés nutricional durante la vida intrauterina y neonatal modifica permanentemente las
funciones fisiologicas y metabolicas del feto en la vida adulta. La hipotesis de la
programacion fetal ha establecido que estos efectos son irreversibles y que el estado de
salud del individuo dependera de las condiciones postnatales a las que se enfrente a lo largo
de su vida. **

El retraso en el crecimiento intrauterino ha sido considerado como un indicador de la
desnutricion fetal, ® lo que se comprueba con los resultados obtenidos a partir del modelo
biologico utilizado en el presente estudio. Durante la gestacion de las ratas madres (F0) se
observo que los grupos restringidos mantuvieron menor peso corporal, a pesar de que su
consumo de alimento fue similar a los grupos control. El consumo de dieta restringida
(10% de caseina) durante la gestacién de ratas madres (F0) afecto el peso al nacimiento de
sus crias hembras (F1), el cual fue menor que el grupo control (C). Aun cuando las ratas
gestantes desnutridas coman en similar cantidad de alimento que el grupo control, la
calidad nutricional de su dieta no es la misma, por lo que el feto limita el uso de nutrientes
y disminuye su metabolismo, reduciendo asi su ritmo de crecimiento como una adaptacion
a la desnutricién proteinica.

El estado nutricional materno durante la lactancia es tan importante como el de la
gestacion: la diferencia radica en que en la lactancia la glandula mamaria sustituye a la
placenta como medio de obtencion de nutrimentos. La desnutricion proteinica materna
durante la lactancia puede afectar negativamente el crecimiento de las crias.***¢” En el
presente estudio, se observé que los grupos de hembras de la primera generacion (F1) cuyas
madres (FO) fueron desnutridas durante la lactancia (RR y CR), a pesar de que a partir del
destete las hembras (F1) de estos grupos experimentales fueron alimentadas con dieta
control (20% de caseina), presentaron menor peso con respecto al grupo control (CC) a lo
largo de su crecimiento, a diferencia de lo ocurrido con el grupo RC donde no se observé
este fenémeno. El grupo RC de hembras (F1) es alimentado durante su vida postnatal con
dieta control (20% de caseina), por lo que el aumento de proteina en su dieta favorece el

incremento de su peso corporal.
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La rata nace en una condicion mas inmadura que el ser humano. Es posible que durante la
lactancia las crias de rata continien su crecimiento y que algunos 6rganos terminan su
desarrollo de tal forma que el estrés nutricional durante el periodo de rapido desarrollo
puede alterar de forma irreversible el tamafio de algunos érganos.

Por otro lado, en este periodo de crecimiento rapido de las crias, las demandas nutricionales
de la madre aumentan. La capacidad de secrecion de leche por las glandulas mamarias
depende del numero de células mamarias y su desarrollo en esta etapa perinatal, requiere
proteina adicional para su crecimiento.” Generalmente, las madres desnutridas durante la
lactancia producen menos leche y de menor calidad.

En recientes publicaciones, se ha reportado la disminucién de las concentraciones séricas
de leptina de crias de ratas madres sometidas a restriccion proteinica durante la lactancia, a
los 12 y 21 dias de edad. A partir del destete las concentraciones de leptina en suero de
estas crias aumentan con su edad, al igual que las ratas control.’” Al realizar la
cuantificacion de leptina en las crias hembras (F1) en la edad adulto joven (100 dias) se
observé que los grupos alimentados con dieta restringida durante la lactancia presentaron
menor concentracion de leptina que las crias hembras del grupo CC. A la misma edad, la
ingesta de alimento de estas ratas hembras (F1) fue menor en estos grupos restringidos
durante la lactancia, asi como lo fue el peso corporal. El bajo peso corporal de las hembras
(F1) de madres (F0) desnutridas durante la lactancia (grupos RR y CR), podria explicar que
estos grupos experimentales presenten menores concentraciones de leptina, con respecto al
grupo CC. Las concentraciones circulantes de leptina dependen en parte, de la cantidad de
tejido adiposo. El bajo peso corporal de las hembras (F1) provenientes de los grupos RR y
CR, puede indicar menor cantidad de tejido adiposo corporal, lo cual podria explicar la
disminucion en las concentraciones de leptina de estos grupos (RR y CR) de hembras (F1),
con respecto al grupo CC. Por otro lado, la leche secretada por las ratas madres puede
contener hormonas regulatorias del apetito y la saciedad, las cuales son transferidas a las
crias.”” La alta o baja concentracion de leptina en la leche llega al torrente sanguineo de las
crias y actia a nivel del hipotdlamo, causando la disminucion del consumo de alimento y el
aumento en el gasto energético de las hembras (F1) cuyas madres fueron alimentadas con
dieta restringida durante la lactancia (RR y CR), lo cual se ve reflejado en el bajo peso
corporal que mostraron respecto al grupo CC.
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Durante la desnutricion fetal el desarrollo de los diferentes érganos es selectiva, por lo que
el crecimiento de algunos 6rganos como el cerebro esta relativamente protegido, mientras
que otros como el higado y el pancreas utilizan menos energia para su desarrollo.* Existen
varios estudios experimentales que han demostrado que la exposicion intrauterina a la
desnutricion puede afectar irreversiblemente el desarrollo del pancreas fetal.”*?*** Otros
trabajos han mostrado que el requerimiento de proteina de ratas gestantes juegan un papel
clave en el desarrollo de los islotes pancredticos fetales. Dietas que contienen poco menos
de la mitad de proteina de la dieta de un grupo control de ratas, repercute en el tamaiio y
vascularizacion de los islotes pancreaticos de las crias, lo cual disminuye la tolerancia a la
glucosa a largo p]azo."‘” Sin embargo, en este estudio se observé que las concentraciones
de glucosa e insulina de las hembras (F1) en la edad adulto joven (100 dias), aumentaron la
sensibilidad a la insulina. Sin embargo, el grupo de hembras (F1) de madres desnutridas
unicamente durante la gestacion (RC), tiende a aumentar la concentracién sérica de
insulina. Este resultado es similar a las observaciones de otros estudios experimentales en
donde ratas alimentadas con dietas isocaléricas con 8% de proteina en épocas tempranas
del desarrollo tuvieron mejor regulacion de la glucosa que las ratas del grupo control, pero
que eventualmente desarrollaron intolerancia a la glucosa al afio de edad. ***? El aumento
de la sensibilidad de la insulina puede deberse a que los érganos sensibles a la insulina
como el higado, el musculo esquelético y el tejido adiposo se adaptan a la desnutricién
proteinica fetal, de tal forma que aumentan el nimero de receptores de insulina y la
capacidad de distribucién de glucosa a las células fetales. 3447

A partir de los estudios realizados en hombres nacidos durante el “Invierno Hambriento
Holandés™ y con el planteamiento de la hipétesis del fenotipo ahorrador, se sabe que la
desnutricion intrauterina puede programar al feto para vivir en condiciones de escasez, de
tal manera que si en la vida postnatal vive en abundancia habrd mas riego de padecer
obesidad, diabetes y enfermedades cardiovasculares. En el estudio realizado por Mark. H.
Vickers y colaboradores, enel que se desnutrieron madres gestantes y posteriormente sus
crias fueron alimentadas con dieta hipercalorica, se observé que las crias fueron
hiperinsulinémicas, con altas concentraciones séricas de leptina, presentaron hiperfagia y
obesidad. Por lo que la abundancia nutricional postnatal tuvo consecuencias en la salud de

estas crias programadas durante su vida intrauterina.
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Este efecto se ha estudiado en este trabajo con el cuarto grupo experimental RC, el cual
consiste en someter a ratas gestantes a desnutricion proteinica y alimentarse con dieta
control (20% de caseina) durante la lactancia. En el caso de las hembras (F1) cuyas madres
pertenecen a este grupo experimental, se observé que el bajo peso al nacimiento fue
recuperado rapidamente con el consumo de dieta normal por sus madres durante la
lactancia. A pesar de que este grupo no present6 alteraciones en el peso corporal a lo largo
de su crecimiento, se observo que la concentracion de insulina, a la edad adulto joven (100
dias), fue mayor (aunque no significativo) que los grupos de hembras (F1) de madres
desnutridas durante la lactancia (RR y CR). Por lo que las hembras (F1) del grupo RC
corrian mas el riesgo de padecer alguna alteracion metabélica que el resto de los grupos

experimentales.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar las influencias transgeneracionales de la
desnutricion proteinica materna de la rata, por lo que la discusion previa de los resultados
de las hembras de la primera generacién (F1) es necesaria para entender los efectos que
trascienden a las crias de la segunda generacion (F2).

Recientemente se ha encontrado que los efectos de la programacion fetal trascienden a mas
de una generacion. El estudio de Stewart en 1975, mostré que la desnutricién proteinica
durante la gestacion de la rata reduce el peso al nacimiento de las crias y que este efecto
seguia observandose durante su crecimiento. Este trabajo se continuo por 12 generaciones y
se vio que las crias hijas cuyas madres habian sido desnutridas durante la gestacién,
continuaron presentando alteraciones en su desarrollo. Por lo que el bajo peso que éstas
ratas tenian al nacimiento, no se recuperaba a lo largo de su vida.* Por otro lado, se ha
observado que factores ambientales, como la exposicién fetal a glucocorticoides en ratas,
puede alterar el peso al nacimiento y la actividad de la PEPCK (fosfoenolpiruvato
carboxilasa), enzima clave en la sintesis de glucégeno, en crias de la segunda generacién
expuestas a este tipo de estrés ambiental.'® En el presente trabajo se observé que el efecto
transgeneracional de la desnutricién proteinica durante la gestacion de las ratas de la
generacion cero (F0), no altera el crecimiento y metabolismo de las hembras de la segunda
generacién (F2), cuyas abuelas consumieron dieta restringida durante la lactancia (RR y

CR), sin embargo el peso al nacimiento del grupo de hembras (F2) cuyas abuelas
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consumieron dieta restringida uinicamente en la gestacion (RC) fue el mayor de todos los
grupos experimentales, aunque no significativo respecto al grupo CC.

Se observé que los efectos transgeneracionales de la restriccion proteinica influyo de forma
diferente entre sexos, ya que los machos (F2) fueron mas afectados que las hembras. A
pesar de no mostrar diferencias estadisticas en el peso al nacimiento, a la edad adulto joven
(100 dias) los machos (F2) cuyas abuelas fueron desnutridas durante la lactancia (RR y
CR), presentaron las mismas alteraciones en el peso corporal que las hembras (F1), es decir
sus madres. Los cambios fisiolégicos que sufrieron las hembras (F1) durante su vida fetal
pueden repercutir en un ambiente intrauterino adverso para sus crias durante la gestacion,
por lo que las alteraciones que sufri6 la madre durante su vida fetal trasciende a las
siguientes generaciones.””* Esto podria explicar los resultados obtenidos para el grupo
experimental RR de crias (F2), en donde la desnutricion proteinica durante la gestacién de
las madres (F0) origina adaptaciones fetales que alteran permanentemente el crecimiento de
sus crias. Un ejemplo de este efecto transgeneracional de la programacion fetal que no
involucra mecanismos no genémicos es el observado durante el “Invieno Hambriento
Holandés”, en donde las mujeres que nacieron durante este periodo fueron desnutridas
durante su vida fetal, fueron més pequeiias por lo que fueron mas propensas a tener bebés
con retardo en el crecimiento intrauterino.**

En el presente trabajo, tanto las hembras (F1) como sus crias machos (F2) pertenecientes al
grupo experimental CR, conservan menor tamafio corporal. La desnutricién proteinica de
las madres (F0) durante la lactancia, al igual que el estrés nutricional intrauterino, genera
cambios fisioldgicos en sus crias hijas (hembras F1) y sus nietos (machos F2). Las madres
(F1) son més pequeiias, lo cual trasciende a sus crias machos (F2).Es importante tener
presente que el feto sélo podra alcanzar su maximo crecimiento intrauterino, si el tamaiio
del utero de la madre lo permite. La evidencia experimental indica que el ambiente en el
titero materno actia como fuerte condicionante del crecimiento durante la vida fetal,
controlando el limite al cual el feto alcanzara su maximo tamafio.”

A la fecha se conoce poco sobre los efectos transgeneracionales de la programacion fetal
sobre la concentracion sérica de leptina de la rata. En este trabajo se observé que el efecto
del consumo de la dieta restringida (10% de caseina) por las madres (F0) durante la

gestacion y/o la lactancia, solamente afect6 a las hembras (F1) de los grupos restringidos en
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la lactancia. La concentracion de leptina de las crias hembras y machos de la segunda
generacion (F2) no fue alterada, sin embargo la ingesta de alimento en la edad adulto joven
(100 dias) fue menor en los grupos de machos (F2) cuyas abuelas fueron desnutridas en la
lactancia (RR y CR). Por lo que el efecto de la desnutricion proteinica de las madres (F0)
durante la lactancia, no s6lo se presento en la disminucion de peso e ingesta de alimento de
los grupos de hembras (F1), sino que cuando éstas hembras (F1) fueron madres, sus crias
macho (F2) tuvieron la misma caracteristica que sus madres a la misma edad. Estos
resultados muestran el efecto transgeneracional de la desnutricion proteinica.

El relacionar la disminucion del peso corporal y de la ingesta de alimento en estos grupos
de machos (F2) con concentraciones de leptina similares al grupo control, indica que
existen alteraciones a la accion de la leptina. Si las hembras (F1) tuvieron menor
concentracion de leptina en estos grupos restringidos en la lactancia, a la misma edad que
los machos (F2), posiblemente durante la gestacion se presentaron cambios metabdlicos
que modificaron el ambiente endécrino de sus crias macho, cambiando su propio
metabolismo.

Las alteraciones en el ambiente nutricional intrauterino modifica permanentemente el
crecimiento del pancreas fetal y el numero de células B al nacimiento, lo cual favorece el
desarrollo de las alteraciones en el metabolismo de glucosa en la edad adulta®® Esta
situacion resulta en intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina en la vida adulta, lo
que predispone al desarrollo de diabetes gestacional.”® A pesar de que las hembras (F1) no
tuvieron cambios en las concentraciones de glucosa e insulina a la edad adulto joven,
posiblemente fueron més propensas a padecer alteraciones en el metabolismo de glucosa al
aumentar la edad y durante la gestacion. En el ambiente intrauterino de una madre con
diabetes gestacional, el feto debe adaptarse al aumento en el abastecimiento de glucosa y
dichas adaptaciones las lleva a cabo mediante la accién y produccion de insulina,
aumentando la actividad de las células [ fetales del péancreas lo cual ocasiona
hiperinsulinemia en las crias. Como consecuencia de la hiperinsulinemia, aumentan los
receptores de insulina en los tejidos sensibles a la insulina, lo cual acelera la absorcion de
glucosa y el feto no presenta bajo peso al nacimiento. ' En el presente estudio se observé
que las crias de la segunda generacion (F2), no mostraron diferencias estadisticas en el peso

al nacimiento con respecto al grupo control (CC). Los grupos de machos (F2) cuyas abuelas
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fueron alimentadas con dieta restringida durante la lactancia (RR y CR), presentaron altas
concentraciones de insulina a los 100 dias de edad, en donde el grupo CR fue el mas
afectado. La relacion insulina/glucosa del grupo de machos (F2) restringido tinicamente en
la lactancia (CR), indica que este grupo mostré insensibilidad a la insulina y mayor riesgo
de padecer resistencia a la insulina, lo cual probablemente es el resultado de haber
experimentado durante su vida fetal un ambiente intrauterino con alteraciones en la
homeostasis de la glucosa.

Este efecto transgeneracional de la desnutricion proteinica de madres (FO) durante la
gestacion y/o la lactancia, sobre el metabolismo de glucosa también se observo en el caso
de las hembras (F2) del grupo RC. Este grupo de hembras (F2) mostré alta concentracién
de insulina, lo cual se refleja en la relacién insulina/glucosa. Por lo que las hembras (F1)
cuyas madres consumieron dieta restringida tnicamente durante la gestacion (RC),
probablemente son mas propensas a desarrollar diabetes durante la gestacion.

Por lo tanto. la diabetes gestacional es un factor que predispone a la siguiente generacion a
presentar intolerancia a la glucosa en la vida adulta, por lo que éste es uno de los
mecanismos no gendmicos que explican el desarrollo de diabetes a través de las

generaciones.
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Conclusiones y
Perspectivas



CONCLUSIONES

> La restriccion proteinica durante el periodo perinatal de la rata repercute a largo

plazo en la salud y desarrollo de las crias.

» La restriccién proteinica durante la lactancia de las ratas madres (F0) ocasiona un
efecto transgeneracional en el peso corporal y la ingesta de alimento de los machos

de la segunda generacion (F2).

» La desnutricién proteinica materna no mostré efectos transgeneracionales en la
concentracion de leptina de las hembras de la segunda generacion (F2), sin embargo

si afecta la regulacion de la leptina en las crias macho (F2).

» La alteracion del metabolismo de glucosa de las hembras (F1) en la edad adulto
joven (100 dias), provocada por la dieta baja en proteina de sus madres (FO) durante
la gestacién y/o la lactancia, ocasiona que sean mds propensas a presentar diabetes
durante su gestacion, lo cual a su vez provee una alteracién en la homeostasis de la

glucosa de sus propias crias durante su vida fetal.

» La dieta baja en proteina durante la lactancia de ratas madres de la generaci6n cero
(F0) ocasiona el incremento de las concentraciones de insulina y glucosa en machos
en la segunda generacion (F2) en la edad adulto joven (100 dias), aumentando el

riego de presentar insensibilidad y resistencia a la insulina.

» La restriccién proteinica materna de la rata presenta efectos transgeneracionales

sobre el crecimiento y metabolismo de glucosa e insulina de las crias.
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» Los grupos experimentales mas afectados por la restriccion proteinica materna de
las madres de la generacién cero (F0), fueron las crias de ratas alimentadas con
dieta restringida (10% de caseina) durante la lactancia, en ambas generaciones (F1 y
F2).

> Los efectos transgeneracionales de la desnutricién proteinica intrauterina de la rata
afecta a las crias hembras y machos de diferente manera, siendo los machos (F2) los

mas alterados.

» Los efectos de la restriccion proteinica durante la gestacion y/o la lactancia de la

rata trascienden a través de generaciones.

PERSPECTIVAS

» Estudiar a las ratas de la primera generacion (F1) durante el crecimiento y la
gestacion para poder esclarecer el ambiente intrauterino metabdlico y endécrino al

que estardn sometidas las crias de la segunda generacion (F2).

» Estudiar la respuesta del pancreas a la estimulacion por glucosa en las crias de la

primera y segunda generacion (F1 y F2) de los diferentes grupos experimentales.

» Cuantificar el contenido de insulina en el pancreas de las ratas de la segunda
generacion (F2) cuyas abuelas (F0) fueron desnutridas durante el embarazo y/o la

lactancia.

> Analizar la composicién quimica de la leche materna de las ratas de la generacién

cero (F0) y de la primera generacién (F1).

» Estudiar cuéntas generaciones tardardn en recuperarse las crias de los efectos de la
desnutricion proteinica durante la gestacion y/o lactancia de las ratas de la

generacion cero (FO0).
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Anexo 1. Reactivos utilizados para la cuantificacién de insulina en el suero de rata

( Estuche de insulina Cat.# RI-13K. Linco Research®)

1. Amortiguador de ensayo pH 7.4
0.05 M sales de fosfato, con 0.025 M de EDTA y 0.08% de azida de sodio.
2. Antisuero
Solucién en amortiguador de ensayo de antisuero de cobayo con el anticuerpo de insulina
de rata.
3. Insulina marcada con 1'%*
Insulina liofilizada purificada por HPLC ( Cromatografia de liquidos de alta resolucién)
y marcada con I'** ( actividad especifica 367 uCi/pug). Para su uso se disuelve la insulina
marcada radioactivamente con el amortiguador de hidratacion de la marca. Se deja
reposar a temperatura ambiente por 30 minutos, con agitacién suave ocasional.
4. Amortiguador de hidratacion de la marca
Amortiguador de ensayo que contiene el anticuerpo de 1gG normal de cobayo como
cargador.
5. Soluciones estandar
Insulina de rata purificada y disuelta en amortiguador estandar de insulina a las
siguientes concentraciones: 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 y 10.0 ng/ml.
6. Controles de calidad 1 y 2
Insulina de rata purificada en amortiguador de ensayo.
7. Agente precipitante
Antisuero de cabra con el anticuerpo de IgG de cobayo con 0.05% de tritén x-100 en
0.05M de sales de fosfato, 0.025 M de EDTA y 0.08% de azida de sodio.
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Anexo 2. Curva patrén para la cuantificacién de insulina en el suero de rata
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Tabla A. Concentracion y radioactividad de los estdndares de insulina (Linco ®)

Estandar Concentracion de Cuentas por minuto
insulina (ng/ml) (CPM) x 1,000
1 0.1 1.0224
2 0.2 0.7051
3 0.5 1.0836
4 1 0.5005
5 2 ' 0.3098
6 5 0.1624
7 10 0.0959
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Anexo 3. Reactivos utilizados para la cuantificacién de leptina en el suero de rata

( Estuche de leptina Cat.# RL-83K. Linco Research ®)

1. Amortiguador de ensayo pH 7.4

0.05 M sales de fosfato, con 0.025 M de EDTA, 0.08% de azida de sodio y 0.05% de

tritén x-100.
2. Antisuero

Solucién en amortiguador de ensayo de antisuero de cobayo con el anticuerpo de leptina

de rata.
3. Leptina marcada con '
Leptina liofilizada purificada por HPLC ( Cromatografia de liquidos de alta resolucién)

1'** ( actividad especifica 135 pCi/ug). Para su uso se disuelve la leptina

y marcada con
marcada radioactivamente con el amortiguador de hidratacién de la marca. Se deja
reposar a temperatura ambiente por 30 minutos, con una agitacion suave ocasional.
4. Amortiguador de hidratacion de la marca
Amortiguador de ensayo que contiene el anticerpo de IgG normal de cobayo como
cargador.
5. Soluciones estandar
Leptina de rata purificada y disuelta en amortiguador estandar de leptina a las siguientes
concentraciones: 0.5, 1, 2, 5, 10, 20 y 50 ng/ml.
6. Controles de calidad 1 y 2
Leptina de rata purificada en amortiguador de ensayo.
7. Agente precipitante
Antisuero de cabra con el anticuerpo de IgG de cobayo con 0.05% de tritén x-100 en
0.05M de sales de fosfato, 0.025 M de EDTA y 0.08% de azida de sodio.
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Anexo 4. Curva patrén para la cuantificacién de leptina en el suero de rata

CPM X 1000
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Tabla B. Concentracion y radioactividad de los estdndares de leptina (Linco ®)

Estandar Concentracion de Cuentas por minuto
leptina (ng/ml) (CPM) x 1,000
1 0.5 5.0040
2 1 4.6640
3 2 3.3362
4 5 1.6570
5 10 0.9010
6 20 05500
7 50 0.3350
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