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RESUMEN

INTRODUCCION En la dltima década hay evidencia que sugiere que las
intervenciones nutricionales durante el embarazo dan como resultado el desarrollo de
adaptaciones que cambian permanentemente la estructura, fisiologia y metabolismo del
feto. Estos cambios predisponen el comienzo de enfermedades cardiovasculares,
hipertensién, diabetes mellitus tipo 2, obesidad y arteriosclerosis. La prevalencia de
obesidad esta actualmente aumentando en México y en paises en desarrollo en el mundo.
En México, los datos de la dltima Encuesta Nacional de Salud y Nutricion muestran que la
prevalencia de obesidad ha sido duplicada en los dltimos 10 afos, la incidencia de

obesidad es de mas del 60% en hombres y en mujeres menores a 40 afios de edad.

La obesidad es un sindrome multifactorial en donde el ambiente social, ambiental y
conductual influye e interactian con el genotipo. Varios estudios epidemioldgicos
relacionan un ambiente intrauterino adverso con el desarrollo subsiguiente de
enfermedades metabdlicas y degenerativas. Las bases moleculares y ambientales de esta
relacion y del papel relativo de los genes y del ambiente continlGan inciertos. La hipétesis
del origen fetal propone que un ambiente intrauterino adverso durante un periodo critico de
desarrollo puede alterar el medio hormonal y metabdlico fetal, el cual puede conducir a
desordenes metabdlicos, endocrinos y cardiovasculares cuando un estimulo externo se
aplica. Modelos animales de restriccion del crecimiento temprano han sido desarrollados
para comprender su relacion con las enfermedades en adultos y proveer los mecanismos
moleculares. Algunos estudios en ratas adultas, los cuales usan una restriccion del 70%
del consumo de alimento durante la gestacién, han mostrado que inducen un aumento en
la presion sistdlica, aumentando significativamente durante el ayuno las concentraciones

de insulina y leptina comparadas con las camadas controles.



Estas camadas desarrollan hiperfagia desde la edad postnatal temprana y contintan
incrementando su consumo de alimento por el resto de sus vidas; esto se amplifica con
una nutricién hipercal6rica. Usando una restriccion del 50% en el consumo de alimento
desde el dia 15 de gestacién hasta el destete, se ha reportado una pérdida dependiente de
la edad de la tolerancia a la glucosa, ademas se encontré un incremento en el consumo de
alimento, mayor adiposidad, elevacién de la composicion de lipidos y mayores velocidades
de ganancia de peso. Este trabajo fue disefiado para estudiar algunas de las adaptaciones
en el metabolismo de los lipidos involucradas en el desarrollo de la obesidad usando un

modelo de desnutricién durante la gestacion.

La LPL es una enzima extracelular fisiolégicamente activa en la superficie luminar del
endotelio capilar de muchos tejidos extrahepéticos, donde cataliza la hidrélisis de los
triacilgliceroles en los quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad, permitiendo a
los tejidos usar los &cidos grasos para su almacenamiento y oxidacion. La actividad de la
LPL cambia rapidamente con el estado nutricio, y determina la velocidad a la cual los
tejidos pueden utilizar los triacilgliceroles. Varios estudios muestran que después de una
comida, la actividad de la LPL se eleva en el tejido adiposo comparado con el musculo,
resultando en la particion de los acidos grasos de los triacilgliceroles circulantes al tejido
adiposo para su deposito. Durante el ayuno sucede lo contrario en relacion a la elevacion
de la actividad de la LPL en musculo, redireccionando los acidos grasos de los
triacilgliceroles al tejido para su oxidacién y alejandose de su almacenaje en el tejido

adiposo.



Algunos estudios han mostrado que la actividad de la LPL es mayor en el tejido
adiposo de los sujetos obesos comparados con los delgados. En humanos obesos se
report6 que la actividad de la LPL en el tejido adiposo no disminuye después de un periodo
de control de peso y aln a veces se incrementa. En ratas genéticamente obesas, una
elevada actividad de la LPL en el tejido adiposo persiste aun bajo una dieta control, ayuno,
ejercicio, tratamiento farmacol6gico o intervencion quirdrgica.

OBJETIVO Evaluar la captacion de lipidos, la expresion y la actividad de la LPL en el tejido
adiposo y en tejidos oxidativos en animales adultos restringidos energéticamente al 50%

durante su gestacioén y alimentados con una dieta alta en lipidos post-destete.

MATERIALES Y METODOS: Se utilizaron ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley
gestantes alimentadas ad libitum (grupo control (NR) o restringidas al 50% de la dieta ad
libitum (grupo R). Las crias del grupo R fueron alimentadas por nodrizas durante la
lactancia. Las crias macho a partir del dia 21 de lactancia (destete) fueron alimentadas ad
libitum con una dieta que contiene el 4% de lipidos (NL) o una dieta con el 40% de lipidos
(AL). A los 80 dias de edad, se determin6é la composicion corporal de los grupos
estudiados, ademéas de la oxidacion e incorporacion de *C-trioleina en los tejidos y la

lipogénesis en el higado y en tejido adiposo epididimal.

RESULTADOS Se encontr6 que el peso corporal asi como el porcentaje de lipidos en el
higado, el tejido adiposo epididimal y la carcasa fueron significativamente mayores entre el
grupo R/AL comparado con el grupo control. La actividad de la lipoproteina lipasa fue
mayor en tejido adiposo y musculo esquelético en los grupos sometidos a restriccion
energética durante la gestacibn comparados con los grupos no restringidos. La
incorporacién de un lipido marcado fue mayor en los grupos sometidos a restriccion

energética durante la gestaciéon comparados con su control no restringido.



CONCLUSIONES La restriccién durante la gestacién conduce al aumento en el porcentaje
de grasa corporal en la edad adulta, sin cambios aparentes en la ingesta total de energia.
El aumento en el consumo de lipidos potencia el efecto de la restriccion de alimento
durante la gestacion sobre el desarrollo de la obesidad en la rata. Las ratas restringidas
durante la gestacién presentan mayores concentraciones séricas de insulina, leptina,
glucosa vy triacilgliceroles como resultado del desarrollo de obesidad. El aumento en la
captacion de lipidos por los tejidos en los animales obesos estd relacionado con un
aumento en la actividad enzimatica de la LPL. La regulacion de la enzima en este modelo
no ocurri6 mediante un mecanismo transcripcional, sino a través de algun otro de los
mecanismos reportados para la enzima, como la glicosilacién y dimerizacion de la enzima,
un cambio en la relacion entre la degradacion y la activacion de la enzima o durante la

trancitosis de la enzima a su sitio de accion en la superficie del lumen del endotelio capilar.



ABREVIATURAS
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Lipoproteina lipasa

Lipoproteinas de muy baja densidad
Lipoproteinas de baja densidad
Lipoproteinas de alta densidad
Triacilgliceroles

Linea celular de tejido adiposo de ratén
Macréfagos derivados de la médula de huesos murinos
indice de masa corporal

Acido gamma aminobutirico

Propiomelanocortina

Hormona estimulante de melanocitos

Hormona liberadora de corticoesteroides,
Transportador de glucosa

Proteina desacoplante

Peroxisome proliferator activated receptor

Proteina relacionada con el agouti

Grupo sin restriccion de alimento durante la gestacion
Grupo restringido de alimento durante la gestacion
Dieta post-destete con contenido de lipidos normal

Dieta post-destete con contenido de lipidos alto
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ANTECEDENTES

Los triacilgliceroles constituyen mas del 90% de los lipidos consumidos en la dieta
occidental promedio de un adulto. Los lipidos después de su digestion se transportan en el
torrente sanguineo en forma de lipoproteinas, ya sea como quilomicrones (formados en el
epitelio intestinal) o como lipoproteinas de muy baja densidad VLDL (formadas en el
higado). Los triacilgliceroles en estas lipoproteinas son procesados por la lipoproteina
lipasa para liberar acidos grasos, los cuales pueden ser re-esterificados y almacenados
como triacilgliceroles en los adipocitos, metabolizados para ser utilizados como fuente de
energia en diversos tejidos como el musculo esquelético y el corazén, o liberados al

torrente sanguineo unidos a albumina (Fig 1)s+ 61.

- 8) Los acidos grasos se
VESICULA WS oxidan como combustible
BILIAR e o se reesterifican para ser
almacenados.

"% Miocito o adipocito.

) TV ik
7) El acido graso
;" ©0s penetraen la célula.
ATH "

=

T

SRl el Idntlestg]:g_ b
- e E O0—
1) Las sales biliares emulsifican las gaq
grasas de la dieta en el intestino
delgado, formando micelas mixtas.

. Lipoproteina 6) LaLPL activada por
% lipasa la ApoC-Il en los
capilares, libera acidos
grasos y glicerol.

Fragpf

2) Las lipasas intestinales b 5) Los quilomicrones se
degradan triacilgliceroles. é‘% Mucosa Intestinal ; desplazan por el sistema
£ linfatico y por la sangre
hacia los tejidos.
3) Los acidos grasos y demas “-i: @
productos son absorbidos por la = £
mucosa intestinal y convertidos @~
en triacilgliceroles. 4) Los triacilgliceroles se
incorporan en quilomicrones junto
con colesterol y apoproteinas.

Figura 1. Digestién y absorcién de los lipidoss.
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LIPOPROTEINA LIPASA

La LPL es una glicoenzima producida por varios tejidos, actia en la superficie del
lumen del endotelio capilar y su funcion es la de hidrolizar los acidos grasos de los
triacilgliceroles en las lipoproteinas circulantes, dando como producto final
monoacilgliceroles, acidos grasos libres y lipoproteinas de densidad intermedia g. La
lipdlisis mediada por la LPL promueve el intercambio de lipidos entre las lipoproteinas (Fig
2). El sustrato preferencial de esta enzima es uno de los enlaces éster primarios en los
triacilgliceroles, y el mecanismo propuesto es un ataque nucleofilico por una serina activa.
La LPL requiere de la presencia de la apolipoproteina Cll (que se encuentra en los
quilomicrones y VLDL) para su activacién, incrementando la afinidad del sitio activo de la
enzima por los triacilgliceroles (Fig 3).42. Ademas de su accién lipolitica, la LPL facilita la
transferencia de ésteres de colesterol entre las lipoproteinas y dentro de las células g 79.

La LPL es sintetizada en las células parenquimales, pero funciona en la superficie
luminal del endotelio vascular 179 234. Se ha demostrado que el transporte de la LPL de la
parte basolateral a la apical en cultivos de células estda modulado por dos procesos: la
unién de la LPL a los proteoglicanos de sulfato de heparan y la interaccion con los
receptores de la VLDL. El papel de los proteoglicanos de sulfato de heparan es concentrar
a la LPL en la superficie celular e incrementar la eficiencia de la unién a los receptores de
la superficie de las células,se; especialmente a los receptores de VLDL, los cuales estan
regulados por la ingesta de alimento y el ayuno, mientras que su expresién tiene cambios
paralelos a la actividad de la LPL en el tejido adiposo y en el muscularsy. Los
proteoglicanos de sulfato de heparan participan junto con la familia de receptores de LDL
para internar y transferir los ligandos de los espacios intersticiales a la circulacion. Este
proceso puede ser importante para el transporte extracelular de la LPL activass;. Este
transporte denominado trancitosis puede ser utilizado tanto de la parte interna de la célula

hacia la circulacion como en sentido contrario para su degradacion .
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La secuencia completa de la LPL consta de 475 aminoacidos, incluyendo una

secuencia lider de 27 aminoacidosi+,; la proteina madura contiene 448 aminoacidos con

una masa molecular de 50.4 kDa. La secuencia de aminoacidos de la LPL en ratén, vaca y

cobayo tiene una identidad del 90% con la LPL del humano.

Figura 2. Accion de la lipoproteina lipasa en el tejido adiposo blancos

El gen humano de la LPL ha sido localizado en la regiéon p22 del brazo corto del

cromosoma 8; en la rata el gen de la LPL se localiza en la region p14 del brazo corto del

cromosoma 16. El gen abarca aproximadamente 30 kb y contiene 10 exones y 9 intrones.

Se han identificado seis sitios funcionales dentro del monémero de la LPL:

Vi)

un péptido sefal de 27 aminoacidos que se elimina de la proteina,

un sitio catalitico,

un sitio de interaccion con la apolipoproteina ClI,

un sitio de unién entre fases

un sitio de unién de polianiones para la interaccién con los proteoglicanos de
sulfato de heparan en el endotelio vascular y

un sitio para las interacciones no covalentes subunidad-subunidad.
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Figura 3. Accion de la LPL sobre las lipoproteinas 71

Aunque un gen sencillo codifica a la LPL, la expresiéon de esta enzima es tejido
especifica, sugiriendo que la transcripcion del gen de la LPL esta regulada por elementos
de accién cis tejido-especificos, tanto positivos como negativosii7, 160, 191193 EN los
humanos hay dos especies de mRNA de 3350 y 3750 pares de bases; sin embargo en la
rata solamente se ha observado una especie del mRNA de la LPL.

La sintesis de la LPL en el reticulo endoplasmico rugoso da como resultado una
subunidad de 55 kDa, una glicoproteina que contiene 8-12% de carbohidratos; se ha
identificado a la LPL como un homo dimeros,s que pierde rapida y progresivamente su
actividad hidrolitica con la disociaciénss. La glicosilacion de la LPL (Fig 4) inicialmente
involucra la transferencia de un oligosacarido ligado a lipidos [Glcs-Mang (GIcNACc),] a
residuos especificos de arginina en el polipéptido nacienteq7, 161. El carbohidrato unido al

extremo amino terminal de la LPL sufre una serie de modificaciones conforme la enzima es
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transportada a través del reticulo endoplasmico rugoso y del complejo de Golgi, cada uno
con enzimas especificas para el procesamiento de la glicoproteina. La estructura que entra
en el Golgi trans [GIcNAc-Man; (GIcNAc).-proteina] es modificada por una serie de
reacciones de transferencia para afiadir GIcNAc, galactosa y acido sialico dando como
resultado una gran variedad de cadenas de oligosacaridos complejas. La LPL puede existir
en varias formas glicosiladas dependiendo del tejido y la especie. Las glicoproteinas
procesadas en el Golgi tienen como destino: i) los lisosomas, ii) su incorporacién a las
vesiculas secretoras vy iii) el transporte a la membrana celulars,.

La LPL se localiza en muchos tejidos: tejido adiposo (blanco y pardo).es, corazoén,
glandula mamaria (durante la lactancia), musculo esquelético (principalmente en el
compuesto de fibras rojas de contraccion rapida), glandula suprarrenal, ovario, aorta
toracica, intestino delgado, pulmén, cerebro (en el area del hipocampo), vesicula e higado
(aunque solo se expresa en el higado de los neonatos). De estos tejidos, el musculo
cardiaco, el tejido adiposo y la glandula mamaria lactante parecen contener la mayor
cantidad de mRNA especifico para la LPL. Diversos estudios han sugerido que la actividad
de la LPL en el higado, cerebro,s, tejido adiposo pardo y pulmén es mas importante
durante el desarrollo fetal y en el periodo postnatal inmediatosg, gg 233-

La actividad de la LPL responde a cambios en el estado de alimentacion o nutricién
del sujetosns, 205, 212213, 268- EN el tejido adiposo, la actividad de la LPL se incrementa

después de la ingestiéon de alimento y disminuye en condiciones de ayuno (Fig 5)+g. 119,200
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Figura 4. Reacciones involucradas en la sintesis y procesamiento de las glicoproteinas

unidas al extremo amino en el reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi.
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En las ratas alimentadas con dietas con diferente composicion, la actividad de la
LPL en los diferentes tejidos presenta diferencias dependiendo de la composicion de la
dieta ¢ 229. La actividad de la LPL es mucho mayor en el tejido adiposo de las ratas
alimentadas con una dieta alta en carbohidratos que con una dieta alta en lipidos, mientras
que en estas mismas condiciones la actividad de la LPL en musculo diminuyes2¢. En las
ratas con libre acceso a una dieta alta en lipidos, la actividad de la LPL en el tejido adiposo
es baja mientras que en el musculo es mayor comparada con la que presentan las ratas
alimentadas con una dieta normal en lipidos ¢ s,. La actividad de la LPL en plasma se
incrementa cuando la concentracion de lipidos aumenta como respuesta a la ingestion de
una comida rica en grasa, este aumento puede deberse a varios factores como: un
incremento de la estabilidad de la lipasa en el plasma, un aumento en la liberacion de la

enzima desde los tejidos al plasma, o a una disminucion de su degradacion en el plasmag

33, 55, 153, 179 -
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Se ha reportado que en ratas sometidas a un periodo de ayuno la actividad de la LPL
en el musculo esquelético se eleva y en el tejido cardiaco se mantiene elevada por al
menos 48 h después de la ausencia de comidayg 45 115, 122. ENn contraste, en condiciones de
ayuno, la actividad de la LPL disminuye en el tejido adiposo »; 142 . El musculo esquelético
puede ser mas activo que el tejido adiposo en la hidrdlisis de los triacilgliceroles circulantes
ya que en el musculo la Km de la LPL es menor que en el tejido adiposo14, 23, ss-

El perfil de expresion de la LPL esta regulado por diversos estados fisiolégicos, con
cambios reciprocos en la utilizacion de los acidos grasos de acuerdo a las demandas
metabdlicas,;. Los cambios en la expresion de la LPL estan mediados predominantemente
a través de la accion de hormonas, como la insulinass, 73, 151, 162, glucocorticoides 239 ¥
adrenalina 121, 163, 242, 269- EN la Tabla 1 se presentan algunos de los efectos de una variedad
de hormonas sobre la expresion y actividad enzimatica 143.

Ademas del efecto que tienen las hormonas sobre la actividad y expresion de la LPL,
la enzima también se regula de una manera tejido/célula especificas y por la edady,. Este
control puede ocurrir a nivel transcripcional mediante factores en cis y en trans y a nivel
post-transcripcional sg 61, 152, 191- En relacién a este ultimo, la regulacion puede estar
mediada en un gran numero de pasos, los cuales incluyen la estabilidad del mRNA, la
traduccion, la degradacion de la proteina, el procesamiento, la secrecidn, la translocacion a

su sitio de accion y la inhibicién competitiva por productoses, 113,141,143, 214, 218-
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TABLA 1. Reguladores de la expresién y actividad de la LPL

Mediador Tipo de célula o tejido Efecto

Catecolaminas Tejido adiposo pardo de rata 1 actividad
Miocitos cardiacos rata 1 actividad
Tejido adiposo blanco rata | actividad

Hormona del crecimiento

Ob1771

TmRNA, 1 actividad

Glucocorticoides

Preadipocitos primarios humanos
3T3-L17

Preadipocitos primarios rata

TmRNA, 1 actividad
tmRNA, 1 actividad

ImRNA, |actividad

Insulina Preadipocitos primarios humanos tactividad
3T3-L1 mRNA (sc), tactividad
Macrofagos peritoneales raton mRNA (sc)

Estrogeno 3T3-L1 | mRNA

Prolactina 3T3-L1 1 actividad

Hormona 3T3-L1 mRNA (sc), | actividad

Acido Retindico 3T3-L1 mRNA (sc), | actividad
BMM’ | actividad

Tiroxina Tejido adiposo café rata 1 actividad
Tejido adiposo blanco rata mRNA (sc), 1 actividad
Corazon rata mRNA (sc), 1 actividad

Vitamina D3 3T3-L1 1+ mRNA, 1 actividad

BMM macréfagos derivados de la médula de huesos murinos; sc sin cambio, 1 incremento; |

disminucionas, 3T3L1" Linea celular de tejido adiposo de ratén
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OBESIDAD

En la actualidad se acepta que la obesidad es un sindrome multifactorial,
caracterizado por alteraciones metabdlicas, mas frecuentemente observada en la
poblacion a nivel mundial, es un problema de Salud Publica que afecta tanto a paises
desarrollados como en vias de desarrollo. A partir de 1994 se detectd un aumento
considerable en el numero de sujetos obesos en varios paises del mundo y se comenzd a
identificar como una epidemia global. En la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
realizada en 1999 en la Republica Mexicana se mostré que la prevalencia de obesidad
practicamente se ha duplicado en los ultimos 10 afios, y que esta prevalencia es mayor al

60% en hombres y mujeres mayores de 40 afos.

La etiologia de la obesidad es desconocida, en los ultimos afios se han realizado una
gran variedad de estudios en animales y en humanos, tratando de encontrar las causas
del aumento exagerado en el niumero de sujetos obesos, lograndose importantes avances
en la comprension de algunos de los factores involucrados en el desarrollo de esta
enfermedad, dentro de los cuales destacan los desajustes en el control del
comportamiento alimentario, en los mecanismos de almacenamiento de las grasas y en el
equilibrio entre la ingestién y el gasto de energia, asi como las influencias endocrinas,
psicolégicas, genéticas, sociales y ambientales 7475 240

La obesidad es una enfermedad cronica, de origen multifactorial, caracterizada por
un almacenamiento en exceso de la grasa corporal, en donde se entrelazan interacciones
en el desarrollo entre el ambiente con el genotipo s 74, 240.

La obesidad incrementa de forma importante el riesgo de morbi-mortalidad, ya que se
ha relacionado con el desarrollo de aberraciones metabdlicas como la intolerancia a la
glucosa, la hiperinsulinemia y la hipertrigliceridemia, lo que aumenta el riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares, la incidencia de infartos, ademas del

desarrollo de diabetes mellitus tipo |Il, artritis, hipertension arterial, dislipidemia,
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enfermedades vesiculares, respiratorias y osteoarticulares, y algunas formas de cancer
(cancer de colén y de mama), ademas del efecto psicolégico que afecta a las personas

obesas g 203, 240.

Grasa corporal

El cuerpo humano almacena grasa en el tejido adiposo, esta grasa es una fuente de
energia necesaria para llevar a cabo los procesos necesarios para la vida. Ademas de la
funcion de almacén de energia, el tejido adiposo tiene otras funciones como: aislante
térmico (grasa subcutanea), proteccion mecanica y o6rgano endocrino, secretando
numerosas sustancias — leptina y adiponectina, entre otras- que participan en variadas
funciones como la regulacion del peso corporal, el desarrollo y crecimiento del tejido
adiposo, la termogénesis y en procesos de inmunidad, coagulacion sanguinea, presion
arterial, pubertad y reproduccion g3, 216.

El tejido adiposo ha sido considerado un tejido de reserva energética, el cual
almacena la energia ingerida en exceso en forma de triacilgliceroles intra-adipocitarios, lo
que le permite a los seres vivos asegurar la continuidad de la especie y su supervivencia
en tiempos de escasez alimentariass. La alta densidad calérica y la naturaleza hidrofébica
de los triacilgliceroles permiten un eficiente almacenaje de energia sin consecuencias
osmaticas. La cantidad de triacilgliceroles en el tejido adiposo es la suma acumulativa a
través del tiempo de la diferencia entre la energia consumida (alimento) y la energia
gastada (metabolismo en reposo y actividad fisica). Aunque los mecanismos de
homeostasis guardan esta diferencia muy cercana a cero, pequefios cambios en un largo
periodo de tiempo pueden tener un efecto en la acumulacion, incrementando el nimero y
tamaro de los adipocitos 243 240-

Desde un punto de vista morfolégico y funcional, el tejido adiposo puede dividirse en
dos tipos, pardo y blanco; a pesar de tener un origen en comun, tienen una funcién

diferente. El tejido adiposo blanco contribuye normalmente con un 15 a un 25% del peso
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corporal en el ser humano, es el verdadero 6rgano almacén de energia, se distribuye en el
tejido subcutaneo, en las visceras y en el retroperitoneo, teniendo diferencias funcionales
entre ellos. El tejido adiposo pardo contribuye con alrededor del 1% del peso corporal del
adulto, siendo mas abundante al momento del nacimiento y disminuyendo paulatinamente
con la edad. En animales inferiores estd presente en forma muy importante,
desempefiando un papel trascendental en la termorregulacion y en el control del peso
corporal; se distribuye superficial y profundamente, localizandose principalmente en
regiones perirrenales, axiales, escapulares, subscapulares y rodeando grandes vasos
sanguineos, es activado de manera natural por la exposicion al frio y por la
sobrealimentacionyyg.

Los adipocitos del tejido adiposo blanco tienen numerosos receptores de membrana,
especialmente hormonales, que permiten detectar rapidamente las variaciones en los
niveles de las hormonas circulantes ocasionados por cambios en la alimentacién, y cuyo
resultado es almacenar energia si existe exceso de ella (lipogénesis) o la hidrdlisis de los
triacilgliceroles (lipdlisis) para obtener energia cuando la ingesta es insuficiente,qo.

La homeostasis energética esta controlada por efectos coordinados en el consumo
de alimento y en el gasto mediados por sefiales endocrinas y neuronales que emanan del
tejido adiposo y de los sistemas endocrino, gastrointestinal y neurolégico y estan
integrados por el sistema nervioso central. Un gran numero de factores originados en el
cuerpo mandan sefiales aferentes a un pequefio niumero de centros funcionales en el
sistema nervioso central, las cuales median las interacciones con las rutas eferentes para
regular el gasto de energia, a través de sistema nervioso simpatico y parasimpatico y las

hormonas tiroideas, y el consumo de energia - a través del patrén de alimentacionygs.
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La distribuciéon de la grasa corporal no es homogénea y ha adquirido importancia
como un factor pronéstico de morbimortalidad. Desde un punto de vista clinico, la obesidad
puede clasificarse de acuerdo a la distribucion de la grasa en obesidad ginecoide y
androide. La ginecoide se refiere a la acumulacion de grasa en la parte glateo-femoral,
comunmente observada en mujeres, especialmente en edad reproductiva. En este tipo de
distribucion periférica de grasa corporal, las complicaciones metabdlicas son poco
frecuentes e importantes, siendo mas bien de tipo mecanicas y estéticas. El tejido adiposo
subcutaneo gluteo-femoral tiene un metabolismo lento, con una alta actividad lipogénica y
muy baja lipdlisis, dada por la escasa densidad de receptores B-adrenérgicos y alta en o,-
adrenérgicos. La obesidad androide se presenta cuando la acumulacion de grasa se
concentra en la parte abdominal, preferentemente en hombres, pero también en mujeres
menopausicas. Anatomicamente la grasa abdominal puede dividirse en subcutanea y
visceral, siendo ésta ultima de mayor importancia por su asociacion con diversas
enfermedades cardiovasculares y metabdlicas, que pueden conducir al desarrollo de
resistencia a la insulina e hiperinsulinemia. El contenido de grasa en el tejido adiposo
visceral se correlaciona positivamente con la cantidad total de grasa corporal, existiendo
diferencias inter-individuales producidas por numerosos factores ambientales y genéticos.
Este tejido adiposo tienen un predominio de receptores p-adrenérgicos y glucocorticoideos
sobre los ay-adrenérgicos, lo que hace predominar la lipdlisis sobre la lipogénesis,
generando un vaciamiento directo de los acidos grasos libres hacia el sistema venoso
porta, o que produce una alteracidn de la degradacién de la insulina asociada a un
aumento en la sintesis de triacilgliceroles y de la gluconeogénesis. Una distribucion
androide de la grasa corporal esta asociada con un mayor riesgo de morbilidad vy
mortalidad que una distribucion mas periférica de la grasa corporal y puede ser un mejor

indicador de riesgo de morbilidad que el de la grasa corporal totalygs 240.
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El tipo de distribucion de grasa corporal esta asociada con diferencias en la

distribucion de la actividad de la LPL en las diferentes regiones del cuerpozps.

La medicion de la grasa corporal total es el principal instrumento para el diagnéstico
de obesidad. En el humano, el indice de masa corporal (IMC; Kg./m?) es el mas utilizado
en la actualidad para definir el estado nutricional y para el diagndstico de la obesidad. Se
ha encontrado una fuerte correlacion entre el IMC con las mediciones directas de grasa
corporal, un IMC > 28 se utiliza en el diagndstico de obesidad e indica un riesgo para la

Sa|Ud203.

Dada la importancia de los almacenes de energia para la sobrevivencia individual y la
capacidad reproductiva, la capacidad de conservar energia en forma de tejido adiposo
puede de cierta forma ser atribuido como una ventaja de sobrevivencia. Por esta razén, los
humanos se han adaptado a su ambiente y evolucionado, teniendo genes que favorecen el
consumo y almacenaje de energia y disminuyen el gasto energéticoygs.

Se ha sugerido que la obesidad en los humanos y en las ratas genéticamente obesas
Zucker (fa/fa) puede ser, en parte, el resultado de una actividad anormalmente elevada de
la LPL7, g6. Las personas obesas y las ratas genéticamente obesas tienen niveles elevados
en la actividad de la LPL en el tejido adiposo cuando se comparan con personas delgadas
y ratas control no obesas;s, 26, 50, 85 EN las ratas Zucker se han encontrado alteraciones
detectadas desde edad temprana y que se mantienen durante toda la vida, aun cuando se
mantenga un peso corporal reducido; dentro de estas alteraciones se encuentra una
elevada actividad de la LPL en el tejido adiposo i, 152, 236. Se ha sugerido que la
permanencia de elevados niveles de actividad de la LPL durante periodos de pérdida de
peso puede dar como resultado una reduccion desproporcionada de la masa corporal de
varios de los compartimentos, manteniendo el tamafio del tejido adiposo a expensas de
otros 6rganos vitalesgs. La hipétesis propuesta por Greenwood menciona que la elevacién

temprana de la actividad de la LPL en el tejido adiposo en las ratas Zucker da como
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resultado una deposicion excesiva de ftriacilgliceroles en el tejido adiposo vy
consecuentemente una reduccion de la masa corporal libre de grasa en crecimiento,
ocasionando como una respuesta compensatoria un aumento en el consumo de alimento
utilizado para mantener la masa corporal libre de grasa, mientras que provee al tejido
adiposo con sustratos para su demanda incrementada de triacilgliceroles.

Las ratas genéticamente obesas Zucker (fa/fa) han sido un modelo excelente para el
estudio del desarrollo temprano de la obesidady, 47136 - En una etapa temprana, estos
animales muestran varias alteraciones metabdlicas como hiperinsulinemia, una elevada
lipogénesis hepatica la cual da como resultado un perfil lipogénico elevado crénico.
También se ha identificado una elevacion en los niveles de LPL en el tejido adiposo. En
ratas Zucker, la actividad elevada de la LPL esta asociada desde la primera o segunda
semana de vida con un incremento en el tamafno de los adipocitos y en el contenido de
lipidos de la carcasass. En un estudio realizado en ratas Zucker obesas se encontré una
mayor actividad de la LPL por adipocito que en los adipocitos de las ratas control, aunque
la actividad especifica de la LPL, los gramos de LPL en el tejido, y la Km en extractos
crudos no eran diferentes. En estos animales obesos se encontré que el musculo crecia
mas lentamente y oxidaba menos glucosa y mas acidos grasos y aminoacidos que en los
animales controles. Se ha sugerido que el musculo esquelético puede tener una importante
contribucién al desarrollo o mantenimiento de la obesidad, ya que pequefas diferencias en
la energia utilizada por el musculo en el tiempo pueden dar como resultado un gran cambio
en la masa del tejido adiposo. El musculo de los animales obesos a las 12 semanas de
edad oxida mas acidos grasos libres que el de los no obesos y responde rapidamente a un

ayuno corto aumentando el porcentaje de los lipidos oxidados 145.
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La observacién de que la actividad de la LPL en el tejido adiposo permanece elevada
en la rata obesa Zucker, aun en condiciones catabdlicas normales, sugiere que el tejido
adiposo de estos animales puede presentar una elevada captacion cronica de
triacilgliceroles asociada con una mayor actividad de la enzima 1.

Aspectos neuroendocrinos de la obesidad

Numerosos factores biofisioldgicos afectan la conducta alimentaria. El nucleo arcuato
y el ndcleo paraventricular en la parte ventromedial del hipotdlamo son partes de un
sistema que integra la composicién corporal con la conducta alimentaria y el gasto
energético. El estimulo neurologico aferente (vago y catecolaminérgico) y el estimulo
hormonal (insulina, colecistoquinina, leptina y glucocorticoides) junto con el estado
metabdlico son recibidos en el hipotalamo, donde modulan la liberacién de péptidos que se
sabe afectan el consumo de alimento y a las sefales eferentes al eje hipotdlamo-pituitario
(resultando una mediacion endocrina de la disposicion de combustibles) y el sistema

nervioso autdbnomo (resultando en la liberacion de insulina y el gasto de energia)s:.

Las hormonas gastrointestinales que controlan el apetito y la saciedad son
producidas en respuesta al consumo de alimento, y estan mediadas por hormonas y
neuropéptidos. La zona donde se reciben estas sefales es el hipotalamo, y su regulacion e
interconexion constituyen un control importante en la homeostasis energéticas,.

Las monoaminas y los neuropéptidos poseen potentes y variados efectos sobre los
centros cerebrales que regulan la conducta alimentaria. Diversos neurotransmisores
influyen para estimular el aumento del apetito, dentro de estos se encuentran el acido
gama aminobutirico (GABA), el factor liberador de la hormona de crecimiento y varias
clases de neuropéptidos como los opioides, la galanina, el neuropéptido Y y el péptido YY.
Por otro lado, entre los neurotransmisores con efecto inhibitorio sobresalen la serotonina,
la dopamina, la noradrenalina, la neurotensina, la calcitonina, el glucagon, la hormona

liberadora de corticoesteroides (CRH) y la urocortinaz4, 20s.
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Los nucleos hipotalamicos que conforman el centro del apetito contienen vias
neuronales multiples que se dividen en anabdlicas y catabdlicas. La via anabdlica esta
representada por el nucleo del arcuato-paraventricular-neuropéptido Y, que al responder a
una estimulacion periférica produce el incremento en la ingestion de alimento y el
almacenamiento de los depdsitos de energia en el organismo. El sistema es regulado
negativamente por la leptina y por la insulina, desde la periferia después de haber

atravesado la barrera hematoencefalica,.

El sistema catabdlico esta representado por péptidos especificos de la familia del
propiomelanocortina (POMC), cuyos cuerpos neuronales se encuentran en el nucleo
arcuato y proyectan sus axones al nucleo paraventricular; cuando actuan con receptores
de melanocortina producen un potente efecto de saciedad. El péptido de esta familia con
una mayor participacion en el control de la ingestion de los alimentos y el peso corporal es
la hormona estimulante de los melanocitos-a (MSH-a). El sistema inhibitorio de la ingestion

de alimentos lo estimula la leptina y la insulinaz,.

En ratas, las lesiones que dafian la parte ventromedial del hipotalamo causan
hiperinsulinemia, hiperfagia e hipo-metabolismo. La obesidad resultante se mantiene por
ajustes apropiados en el consumo de alimento y en el gasto de energia, sugiriendo que las
lesiones en este nucleo alteran una parte especifica de un mecanismo de regulacion en el
peso corporal 3.

Se piensa que en las personas obesas existe una alteracion de las sefiales
humorales que funcionan como aferentes para la regulacién del apetito a nivel
hipotalamico,, debido a un aumento en la sensibilidad al neuropéptido Y. Esto condiciona a
un aumento del apetito, el aumento en la lipogénesis y la disminucion del metabolismo

basal y del consumo de oxigeno,.
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LEPTINA

La leptina, descubierta en 1994, es una proteina plasmatica de 16 kDa constituida
por 167 aminodacidos; es sintetizada principalmente en el tejido adiposo y es transportada
en la sangre hacia el cerebro, donde existen receptores especificos en el hipotalamos eg, 1,
123, 139-

La leptina ha sido identificada como producto del gen OB en ratones de laboratorios;.
Los ratones deficientes de este gen presentan niveles elevados de corticoesterona, son
incapaces de mantener su temperatura corporal, crecer o de reproducirse normalmente.
Ademas presentan problemas con el control del apetitos, razén por la cual pueden llegar a
ser extremadamente obesos;;. También desarrollan aberraciones metabdlicas, y son
resistentes a la insulinaz 3o 81,123

La leptina lleva el mensaje al organismo de que las reservas de grasa son suficientes
y estimula la reduccién en el consumo de energia e incrementa el gasto energéticoyy;. La
interaccion de la leptina con su receptor en el hipotalamo altera la liberacién de las sefiales
aferentes que afectan el apetito, disminuyendo la ingesta de alimento4o;. La leptina también
estimula el sistema nervioso simpatico, incrementando la presion sanguinea, la frecuencia
cardiaca y la termogénesis, tiene efecto sobre el neuropéptido Y, y la proteina
desacopladora 2 (UPC2)30, 253254. LOS mecanismos de transduccidon de sefiales de la
leptina involucran la fosforilacidon del receptor de leptina y los activadores de transduccion
de sefales (STATSs) a través de la cinasa de Janus (JAK) 7, 49, 123.

Los niveles de leptina en plasma estan influenciados por diversos factores: la
restriccion energética, los substratos del metabolismo, los niveles de insulina y la
resistencia a la insulina, las hormonas sexuales y la genética ;. Se ha demostrado en
varios estudios una relacidén entre los niveles de leptina y el porcentaje de grasa corporal
149. La leptina es secretada de forma circadiana, siendo la medianoche la fase de mayor

produccion. Ademas se ha encontrado una diferencia entre géneros con relacion a las
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concentraciones plasmaticas de leptina, las mujeres tienen mayores concentraciones a
cualquier nivel de adiposidad que los hombresz g1, 107.

Las concentraciones de leptina plasmatica aumentan en humanos obesos, lo cual
sugiere que la liberacion de la leptina esta relacionada con el numero y tamano de los
adipocitoss. Se ha sugerido que puede desarrollarse resistencia a la leptina en algunas
personas obesas, esto explicaria porque la leptina no tiene efecto sobre el apetito de las
personas con obesidad. Estudios recientes han mostrado que el perfil metabdlico depende
de la localizacion de los depésitos de grasa, siendo los adipocitos viscerales los que
segregan cantidades mayores de leptina en comparacion con los adipocitos subcutaneos.
El sitio de produccioén de leptina es importante debido a su relacion con el desarrollo de
anormalidades metabdlicas relacionadas con la obesidad, como la resistencia a la insulina,

la diabetes mellitus tipo 2, la hipertension, las dislipidemiass.

La regulacion hormonal del tejido visceral se encuentra bajo el control de la insulina y
los glucocorticoides,7o, sin embargo no se conoce el mecanismo mediante el cual la leptina
pueda modificar esta regulacion. Diversos investigadores han propuesto que ambas
hormonas se encuentran sobre-reguladas. Se ha reportado que la leptina es regulada por
la concentracién de insulinaqq4, 108, ¥ diversos estudios han mostrado una correlacion
directa entre la concentracion de leptina y las concentraciones plasmaticas de insulina en

ayuno 41, g1-

INSULINA

La insulina ejerce varios efectos que determinan el almacenamiento de grasa en el
tejido adiposo (Fig 5). Primero, la insulina aumenta la captacién de glucosa por la mayor
parte de los tejidos del organismo, lo que disminuye automaticamente la utilizacion de
grasa, funcionado asi como un ahorrador de grasa. Adicionalmente, la insulina promueve

la sintesis de acidos grasos, principalmente cuando hay una ingesta elevada de



30

carbohidratos. La insulina ejerce otros dos efectos esenciales necesarios para el
almacenamiento de grasa en los adipocitos: inhibe la accién de la lipasa sensible a
hormonas, enzima que hidroliza los triacilgliceroles almacenados en el tejido adiposo, y
por lo tanto inhibe la liberacién de acidos grasos provenientes del tejido adiposo a la
circulacion. La insulina promueve el transporte de glucosa al interior de los adipocitos, en
donde se utiliza como precursor en la formacion de glicerol, indispensable para la sintesis
de triacilgliceroles. La secrecion de insulina esta relacionada tanto con el tamafio de las

reservas de grasa como con el nivel de glucosa sanguineos.
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Figura 6. Efecto de la insulina sobre la movilizacion de las grasas en el tejido adiposo
blanco.

Los sujetos obesos y, frecuentemente, los familiares de las personas obesas,
presentan hiperinsulinemia y resistencia a la insulina, mientras que un porcentaje muy
elevado presenta intolerancia a la glucosa. Por lo tanto, la insulina tiene principalmente un
efecto anabdlico y participa de manera fundamental tanto en la obesidad como en sus

comorbilidades asociadassgs.
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Genéticay ambiente

La obesidad es el resultado de una ingestion calérica que excede al gasto
energeético por tiempo prolongado, almacenandose el exceso de la energia consumida
como triacilgliceroles en el tejido adiposo. Sin embargo, la etiologia de la obesidad es
compleja, ya que se combinan tanto factores de tipo ambiental como genético. Conocer
dichos factores y sus interacciones propicia el afrontar su diagnédstico, tratamiento y

etiopatognia de forma mas completa.

Factores genéticos

La aparicién y el desarrollo de la obesidad se deben a la interaccién de tendencias
genéticas con al ambiente. El legado genético influye de manera decisiva en la
determinacion del indice de masa corporal y en la distribucién del tejido adiposozgs.

Existe una clara tendencia entre los miembros de una familia a tener un IMC similar.
En diversos trabajos se ha demostrado una correlacion entre los IMC de los padres con el
de sus hijos. Los estudios con gemelos monocigéticos muestran que entre ellos hay una
mejor correlacion entre sus IMC que entre los gemelos dicigoticos, a pesar de tener el
mismo ambiente familiar. En gemelos idénticos existe una mayor similitud en otros
indicadores de la composicién corporal, como la grasa corporal, la grasa subcutanea, la
grasa abdominal y la masa magraz,.

De acuerdo a diferentes trabajos realizados en mellizos, en hijos de padres obesos
entregados en adopcion y en la frecuencia de aparicion de obesidad en el ambito familiar,
se ha concluido que la herencia desempefia un papel muy importante en la obesidad,
variando desde un 30-40% hasta un 80%. Dentro de los factores que se ha mostrado
pueden ser heredados se tiene la distribucion de tejido adiposo (relacién entre la grasa
corporal superior y la inferior), la actividad fisica, el indice metabdlico en reposo, los
cambios en el gasto de energia como respuesta a la sobrealimentacion, algunos aspectos

de comportamiento alimenticio, las preferencias alimenticias, la actividad de la LPL, la
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sintesis maxima de glicéridos estimulada por insulina, y las velocidades basales de
lipdlisis. Pero en general podemos decir que el 25% de la varianza transmisible total se
atribuye al factor genético, 30% a la transmisiéon cultural, y 45% a otros factores

ambientales no transmisibleszs, 203, 240-

Por lo tanto, la herencia cultural y la herencia genética, son los elementos
primordiales que llevan al exceso de adiposidad, ademas de la interaccidn genético-

ambiental que promueven la aparicion de obesidad en un individuo.

Las bases genéticas de la obesidad apenas se estan definiendosg. Ya que la
obesidad puede desarrollarse a partir del consumo excesivo de energia sobre el gasto de
esta, la busqueda de genes candidatos de obesidad ha sido enfocada en aquellos que
tienen un papel en el metabolismo energético. Familias completas, pares de individuos y
sujetos dentro de diferentes poblaciones étnicas y geograficas son examinados para
determinar las relaciones entre la obesidad y los marcadores moleculares como genes
candidatos. Se han desarrollado una serie de ratones transgénicos para facilitar el estudio
de la obesidad monogenética (Tabla 2). Hasta ahora han sido implicadas las alteraciones o
disfunciones de mas de 20 genes, como productores de obesidad. Todos los genes
causantes de obesidad monogénica identificados en roedores han sido clonados vy
secuenciados en humanos (Tabla 3), aunque muy raramente se han observado
alteraciones en ellos que conduzcan a explicar el desarrollo de la obesidad en los
humanos, por lo que se sugiere que la obesidad humana es predominantemente

poligénica.
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Las ratas y los ratones con mutaciones genéticas sencillas que dan como resultado
obesidad han sido extensamente estudiados en un esfuerzo para comprender las bases
fisioldgicas y bioquimicas de los aspectos mas sobresalientes de su fenotipo: aumento en
el consumo de alimento, reduccién en el gasto energético, almacén preferencial de

calorias en forma de grasa, y susceptibilidad a diabetes mellitus tipo Il.

Ente los genes identificados que pudieran tener repercusién en la obesidad humana,
se encuentran las mutaciones encontradas en los genes que codifican para la leptina y su
receptor, para el receptor B; adrenérgico, para las proteinas desacoplantes (CPPS), pro-
opiomelanocortina (POMC), receptor para melanocortina 4 (MC4-R), la Na*/K* -ATPasa y
PPAR- y2. Dentro de los genes que predisponen a la obesidad existen genes mayores y

menores en cuanto a su potencial para desarrollar obesidad.
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Tabla 2. MODELOS TRANSGENICOS RELACIONADOS CON CAMBIOS
EN LA GRASA CORPORAL

Aumento de grasa corporal

Disminucién de grasa corporal

Disminucién de receptores

glucocorticoideos

Sobre-expresién de LPL en tejido

muscular y cardiaco

Sobre-expresion de CRH

Sobre-expresioén del gen para leptina

hepatica y adiposa

Sobre-expresion de GLUT4 en tejido

adiposo

Sobre-expresion de UCPs en tejido

adiposo blanco y pardo

Sobre-expresion de AGRP

Sobre-expresion de UCP-3 muscular

Sobre-expresion de MCH

Sobre-expresién del receptor 4

adrenérgico en tejido adiposo

Knockout de UCPs en tejido adiposo

pardo

Knockout gene GLUT4

Knockout del receptor 33

Knockout gene C3

Knockout del receptor serotoninérgico 5-
HT,

Knockout gene MCH

Knock out gene del receptor MC4-R

Knockout gene HMGIC

Knockout gene del PPAR-a

Knockout gene acetil-CoA carboxilasa 2

CRH hormona liberadora de corticoesteroides, GLUT4 transportador de glucosa, UCP proteina desacoplante,

PPAR peroxisome proliferator activated receptor, MCH hormona concentrante de melanina, AGRP proteina

relacionada con el agouti 249
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Entre los genes identificados que pudieran tener repercusion en la obesidad humana,
se encuentran las mutaciones encontradas en los genes que codifican para la leptina y su
receptor, para el receptor B; adrenérgico, para las proteinas desacoplantes (UCPs), pro-
opiomelanocortina (POMC), receptor para melanocortina 4 (MC4-R), la Na*/K* -ATPasa y
PPAR- y2. Dentro de los genes que predisponen a la obesidad existen genes mayores y

menores en cuanto a su potencial para desarrollar obesidad.

Tabla 3. FORMAS MONOGENETICAS EN ROEDORES

. Producto Cromosoma Cromosoma »
Gen Mutacion i Accion
del gen en el ratén humano

Reduccién en el

consumo de alimento e

Lep Ob Leptina 6 (ratén) 7931.3 )
incremento en el gasto
energético
Procesamiento,
db Receptor 4 (raton) transporte de la sefal y
Lepr , 1p32 :
fa de leptina 5 (rata) degradacion de la
leptina
Carboxipe
Procesamiento de pro
Cpe Fat p 8 (raton) 11p15
hormonas
tidasa E
Fosfodiest ) Apoptosis celular en el
Tub Tub 7 (ratén) 4q32 o
e-rasa hipotalamo
Proteina
Ago de ) Bloquea al receptor
_ Ay o 2 (ratén) 20q11.2 _
uti sefnaliza- para la melanocortina-4

cién Agouti
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Casos aislados de obesidad en humanos han sido recientemente identificados como
resultado de mutaciones sencillas de genes en rutas metabdlicas que son anormales en
roedores genéticamente obesos. En los miembros de una familia se ha reportado una
mutacion en la codificacion de la leptina, con hipoleptinemia y obesidad, como en los
ratones ob/ob. Otra mutacién en ratones (fat) esta caracterizada por defectos en la
carboxipeptidasa E, hiperinsulinemia, infertilidad, hipoadrenalismo y obesidad a largo
términogps.

Factores ambientales

Para que se exprese la informacién genética se requiere de un medio ambiente
propicio, ya que es imposible explicar por medio de mutaciones genéticas el desmesurado
aumento de la obesidad en las ultimas décadas. Dentro de los factores ambientales mas
importantes estan los nutricionalesqos y el estilo de vida sedentaria, habiendo un gran
numero de estudios en animales y humanos que demuestran la trascendencia que éstos

desempenan en la génesis de la obesidady4o.

Investigaciones recientes sugieren que muchas de las enfermedades en la edad
adulta, se originan por un deterioro en el crecimiento y en el desarrollo intrauterino, lo que
se conoce como la hipétesis del “origen fetal de la obesidad”. En esta hipotesis se propone
que las alteraciones hormonales y en la nutricidngs durante la etapa fetal, conducen a
cambios adaptativos permanentes, fisiologicos y metabdlicos, que predisponen a los
individuos a presentar enfermedades cardiovasculares, metabdlicas y endocrinas en la
etapa adulta. Este proceso se ha descrito como programacion, en el cual un estimulo en
un periodo critico y sensible de la vida temprana tiene efectos permanentes sobre la

estructura, fisiologia y metabolismo del organismo1o, 11, 12, 83, 84, 132, 140-

Otros factores ambientales relacionados con esta hipotesis son: el nivel
socioecondmico, el estrés, la ingesta de alcohol, el tabaquismo, el embarazo, la

menopausia, el envejecimiento y la ingesta de farmacos.
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Factores nutricionales
Ha quedado demostrado que una sobrealimentacién, con un porcentaje mayor de
grasas, incrementa el riesgo de desarrollar obesidad en individuos susceptibles
genéticamente. Esto puede explicarse por la alta densidad energética de los lipidos, por su
bajo poder de saciedad, por su agradable palatabilidad y por una baja estimulacién para su

oxidacionqag.

Las personas obesas consumen una mayor cantidad de calorias en su alimentacién
diaria que las calorias gastadas. Este consumo excesivo puede iniciarse desde etapas
muy tempranas de la vida, y depende fundamentalmente de las influencias culturales y los

habitos familiares, del legado genético y del ambiente, y por ultimo de la programacién.

La composicién de la dieta es importante. Los lactantes que se alimentan con
formulas artificiales tienen mas problemas de sobrepeso que los alimentados al seno
materno. Por otro lado, los hijos de padres obesos aceptan mas faciimente alimentos de
sabor dulce. Esta conducta quiza es condicionada genéticamente y se percibe desde el

sexto mes de vida postnatalsgs.

Se ha observado que las personas obesas comen menos veces al dia que las no
obesas. Quienes ingieren solo una o dos comidas fuertes al dia, suelen tener mas
sobrepeso, mayores concentraciones de colesterol sérico y alteraciones en la tolerancia a
los carbohidratos, que quienes ingieren tres 0 mas comidas al dia. Otros estudios sobre
habitos alimentarios de los obesos muestran que éstos tienden a buscar alimentos ricos en
lipidos los cuales favorecen el depdsito de grasa corporal. La grasa es menos eficaz para
enviar las senales de saciedad que van desde el tubo digestivo hasta los centros de control
de apetito en el cerebro. Por lo que las personas con una dieta muy rica en grasa comen

por periodos mas largos y en mayor cantidadz,.
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Actividad fisica

El aumento en un estilo de vida sedentario, con una baja actividad fisica tanto en
actividades cotidianas como en la practica de ejercicio rutinario, esta implicado en la
ganancia y recuperacion de peso. El fendbmeno de la urbanizacion, que principalmente
presenta un aumento en la industrializacion y en la tecnificacion, produce actividades mas
faciles y comodas de realizar con un menor gasto energético, ademas de la disminucion en
actividades con un esfuerzo fisico menor 14. El grado de actividad fisica es menor en los
obesos, tanto en jovenes como en adultos, los cuales tienden a ser mas sedentarios que

las personas delgadasz,.

PROGRAMACION

La hipétesis del origen fetal propone que las alteraciones en la nutricién fetal 77 75, 83 84
y el estado endocrino dan como resultado adaptaciones en el desarrollo que cambian
permanentemente la estructura, fisiologia y metabolismo, asi predisponen al individuo a

enfermedades cardiovasculares, metabdlicas y endocrinas en la vida adultas.

Los eventos en la vida temprana pueden influenciar las respuestas a largo plazo en
tres formas: 1) dano directo, 2) un estimulo durante un periodo critico que causa la
induccién, eliminacion o dafo en el desarrollo de la estructura somatica, 3) un estimulo
temprano durante un periodo critico en la fisiologia que tiene consecuencias a largo plazo
en la funcidngss2s57. Se ha sugerido que el término programacion se aplica en los dos
ultimos procesos, y por tanto la programacién se define como el proceso por medio del
cual un estimulo o reto aplicado a un periodo sensible o critico del desarrollo da como
resultado un efecto permanente o a largo plazo sobre la estructura o funcién del
organismoasg 132, 140, 167- La programacién es un término que se refiere a la capacidad
general del fenotipo de un organismo de estar modulado por las experiencias ambientales.

La capacidad de un organismo de responder efectivamente a la variacién en el ambiente
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tiene un valor alto para la sobrevivencia tanto para los individuos como para las especies;,

95, 176-
Los periodos criticos o sensibles en el desarrollo han sido descritos para varios

procesos fisiolégicos y ambientales, algunas de las ventanas criticas propuestas en la

formacion de nuevas células de diversos 6rganos en humanos se encuentran en la figura
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Fig 7. Periodos criticos de desarrollo de varios tejidos en la vida de un humano.

La hipdtesis de la existencia de periodos criticos en el desarrollo de la obesidad es
sustentada por diversos estudios en animales y en humanos. Estos periodos criticos se
consideran como la etapa de desarrollo en donde las alteraciones fisioloégicas incrementan
el predominio de obesidad y se han considerado como las ventanas de oportunidad que

promueven el desarrollo de obesidad durante el periodo prenatal y la adolescenciasg, 63.
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Durante los ultimos afios, el interés en la programacion ha crecido rapidamente por
los resultados obtenidos en un gran numero de estudios epidemioldgicos los cuales han
mostrado una fuerte relaciéon entre cambios nutricionales;77s y ambientales en las etapas
tempranas de desarrollo (etapa prenatal y postnatal inmediata) y el desarrollo de
enfermedades degenerativasiso, 244 COmo la diabetes tipo 2, hipertension, enfermedades
cardiovascularesy,, elevadas concentraciones de colesterol,;, obesidads, y metabolismo
anormal de glucosa-insulina 3 g4, so.

Existen diversos factores que afectan el desarrollo y el crecimiento fetal o0, 134, dentro
de estos se encuentran la salud de la madre, la nutricion, el flujo sanguineo y el estado del
sistema endocrinoss 70. La influencia de la nutricion materna durante la gestacion se
considera una de las causas dominantes de la programacién temprana. Uno de estos
estudios fue el realizado por Ravelli, evaluando las consecuencias de la ocupacién de
Holanda por el ejército aleman durante la Segunda Guerra Mundial.

La hambruna en el oeste de Holanda comenzd6 abruptamente en octubre de 1944 y
terminé con la liberacion de Holanda en mayo de 1945, y coincidié con un invierno crudo y
precoz que produjo una hambruna de ocho meses. La hambruna holandesa es Unica, ya
que es un periodo de privacion intensa de nutrimentos en una poblacién bien nutrida, cuyo
nivel de nutricion fue rapidamente restablecido después de la hambruna. En octubre
comenzo la restriccidn de los suministros alimenticios. Al principio de la ocupacion la racién
diaria promedio por individuo era aproximadamente de 1800 kcal/d y disminuyd en seis
meses a 600 kcal/d. En mayo de 1945, después de la liberacién, los suministros de
alimentos regresaron a valores de 1700 kcal/d. Los nifios expuestos a la hambruna in
utero fueron por tanto bien nutridos durante su infanciags. Las caracteristicas de los hijos
de mujeres que estaban embarazadas cuando comenzé esta etapa han permitido conocer
algunos efectos de la desnutricion prenatal en el ser humano. Se observé que las

anormalidades ocasionadas por la influencia nutricional dependen del periodo en que la
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madre es privada de una adecuada nutricion. Los nifios que fueron expuestos a la
hambruna se estudiaron nuevamente a los 19 anos de edad, a través de la evaluacién de
los registros de la milicia y se encontré que los hombres cuyas madres se expusieron en
los primeros dos trimestres de gestacion a la hambruna presentaron una mayor incidencia
de obesidad, a diferencia de lo observado cuando la madre se encontré desnutrida en
etapas finales del embarazoqgs, 19s. Cuando se evaludé nuevamente a esta poblacion en su
edad adulta (50 afios), se encontré que los hombres y las mujeres expuestas a la
hambruna in utero tenian mayores concentraciones plasmaticas de glucosa e insulina
después de una dosis oral de glucosa, ademas presentaron mayores concentraciones de
pro-insulina, lo cual sugiere que tenian una baja tolerancia a la glucosa determinada
parcialmente por resistencia a la insulina. También se encontré6 que la desnutricion
materna durante los primeros trimestres de gestacion estaba asociada a un mayor IMC y
una mayor circunferencia de cadera solamente en mujeres, incrementandose de esta
forma la tendencia a desarrollar obesidad. Sin embargo, cuando la exposicion a la
desnutricién ocurria en el ultimo trimestre de gestacién o en los primeros meses de vida
extrauterina, la probabilidad de desarrollar obesidad era menor »3. Se ha considerado que
estas diferencias entre el desarrollo de obesidad y la etapa de exposicidén a una restriccién
de alimento esta relacionada con el establecimiento del numero de adipocitos. En los
sujetos expuestos a la restriccion en la etapa de divisién celular de los adipocitos (en los
primeros meses de vida extrauterina), el numero reducido de adipocitos contribuye al no
desarrollo de obesidad,gs, 196. Asimismo, entre las mujeres nacidas en estas condiciones
fue mayor la propensién de que sus hijos tuvieran retraso en el crecimiento al llegar a la
edad reproductiva, con lo cual se advierte que los efectos de las condiciones adversas

durante la gestacion pueden transmitirse a través de las generaciones g4, g1, 146.
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Durante el sitio de 872 dias en San Petersburgo,,;, de septiembre de 1941 a enero
de 1944, también hubo condiciones extremas de restricciéon alimentaria. Hubo una
disminucion de la poblacion de 2.4 millones de personas a 1 millén de personas por causa
de la hambruna. La mayoria de las muertes ocurrieron durante el invierno de 1941-1942,
donde la racién de pan fue de 250 g para los trabajadores y 125 g de pan para los demas,
por lo que la racion diaria promedio era aproximadamente de 300 kcal y el contenido
proteinico era bajo o nulo. El promedio de nacimientos disminuyé un 17%. El estudio
realizado por Stanneras en donde se evaluaron a los sujetos sobrevivientes de la
hambruna extrema, encontré6 que la desnutricion intrauterina estaba fuertemente
relacionada con la obesidad y la hipertensién. Los nifios que nacieron después del sitio
tuvieron mayor susceptibilidad a enfermedades coronariasgs g4, 226

Un estudio realizado en Dinamarca revelé que, en gemelos monocigéticos, el gemelo
diabético tuvo un peso al nacimiento menor que el gemelo normoglicémico, lo que
demuestra que el ambiente intrauterino puede ser una causa para el desarrollo de
diabetes. Otros investigadores han reportado datos que sugieren que la nutriciéon en etapas
tempranas del desarrollo puede tener influencia en la composiciéon corporal en el adulto.

Se han desarrollado diversos modelos animalesgs, €n un intento por entender las
bases moleculares de la relacion entre el ambiente uterinos; y el desarrollo de
enfermedades en la edad adulta y para confirmar los resultados clinicos y epidemiolégicos.
Existen diversos estimulos durante la gestacion que pueden tener un efecto sobre el
crecimiento y el metabolismo de glucosa y lipidos en varias especies, estimulos que
pueden ser nutricionales, hormonales o intervenciones quirurgicas. Algunos de los
modelos animales usados son: la restriccion de proteina durante la gestacion, la restriccion
energética materna durante el embarazo,44, la restriccibn materna de hierro, la exposicién

a glucocorticoidesyy, €l ligado de la arteria uterina,s 167.
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La restriccion de proteina durante la gestacidn es uno de los modelos mas
estudiados. Existen similitudes sorprendentes entre los resultados obtenidos con este
modelo y los estudios de diabetes tipo 2 y sindrome metabdlico en individuos. Este modelo
utiliza ratas que son alimentadas con una dieta baja en proteina (5-8%) durante el
embarazo que da como resultado restriccion en el crecimiento de la camada. Durante la
lactancia las crias pueden ser alimentadas por madres nodrizas (alimentadas durante el
embarazo con una dieta del 20%), y durante la lactancia recuperan rapidamente el peso
alcanzando el peso corporal de sus controles. Esta recuperacion en la velocidad de
crecimiento parece tener un efecto desfavorable sobre la longevidad, ya que se ha
encontrado una pérdida acelerada de los teldomeros de las células del rifiongg; el efecto
adverso del periodo de recuperacién ha sido reportado también en humanos. En estas
ratas se ha encontrado, ademas, una pérdida edad-dependiente de la tolerancia a la
glucosay;, 24, 54, la aparicion de hipertensiones, 263, diferencias en la fisiologia del higado
35,168, €l desarrollo de la obesidad, diabetes tipo 23,1 66, 167, 217, 222 Y Una menor longevidadge.

Los efectos de varios regimenes de restriccién de alimento han sido estudiados por
varios investigadoresqo, 102, 104. LOS primeros estudios se centraron en los efectos a largo
plazo de la restriccién de alimento en un periodo de tiempo corto en las etapas tempranas
de la vida, muestran que la restriccion caldrica en las ratas entre las 3-6 semanas de vida
causa un dafo en la respuesta secretora de insulina que es evidente a las 12 semanas de
edad. Usando una restriccién energética del 70% durante la gestacion se encontré que las
ratas en la edad adulta tuvieron hipertension, concentraciones elevadas de insulina,
hiperfagia la cual se incrementa con la edad y con el consumo de una dieta
hipercaldricazs. Una restriccion del 50% de alimento durante la gestacion desde el dia 15
hasta el destete produce una pérdida dependiente de la edad de la tolerancia a la insulina,
hiperfagia la cual se amplifica con una dieta hipercalérica, elevaciéon de la presion

sistélicaqqs, hiperinsulinemia e hiperlipidemiase 247
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La relacion en la actividad de la LPL entre el tejido adiposo y el musculo puede ser
un factor importante en el desarrollo de la obesidad. Se desconoce si la restriccion durante
la gestacion y la realimentacién posterior puede programar cambios en la relacion de la
captacioén de lipidos entre el tejido muscular y el tejido adiposo y por lo tanto ser un factor

determinante en el desarrollo de la obesidad en la vida adulta.

OBJETIVO GENERAL

Comparar la captacion de lipidos, la expresion y la actividad de la LPL en el tejido
adiposo y en el tejido muscular en animales adultos restringidos energéticamente al 50%
durante su gestacion y alimentados con una dieta alta en lipidos post-destete, con las de

animales sin restriccion.

HIPOTESIS GENERAL

La captacion, la actividad y la expresion de la LPL seran mayor en el tejido
adiposo y menor en el musculo de los animales adultos restringidos energéticamente al
50% durante su gestacién y alimentados con una dieta alta en lipidos post-destete, en

comparacion con animales no restringidos.
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MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley alimentadas a libre demanda
con un alimento comercial (Laboratory Rodent Diet, PMI Feeds Inc, St Louis MO, USA)
hasta las 12 semanas de edad. Los animales se mantuvieron bajo ciclos de luz / oscuridad
de 12h. A las 12 semanas de edad, las ratas con un peso corporal entre 220 y 240 g se
aparearon con machos de la misma cepa (Método de trios). El primer dia de gestaciéon se
determiné mediante la presencia de espermatozoides por medio de una citologia vaginal,
las ratas en las que se obtuvo un resultado positivo se transfirieron a una jaula individual
con libre acceso a agua.

Las hembras prefiadas se dividieron aleatoriamente en dos grupos con diferente
proporcion nutricional durante todo el proceso de gestacion: 1) el grupo control (NR) que
se alimentd ad libitum con una dieta estandar y 2) el grupo restringido (R) al cual se le
proporcioné el 50% de la dieta ad libitum, la restriccibn comenzé a partir del octavo dia de
gestacion, después de la implantacion del évulo fecundado. El dia de parto se considero el
primer dia de lactancia.

Después del parto, se registrd el tamafio y el peso de las crias, ajustando la camada a
8 crias. Las crias de las madres del grupo restringido fueron alimentadas por madres del
grupo control (nodrizas), para asegurar una nutricion adecuada y estandar hasta el
destete.

El dia del destete, las crias macho tanto de madres del grupo control como del grupo
restringido se dividieron en dos grupos, los cuales fueron alimentados ad libitum con una
dieta estandar (NR/NL o R/NL) o con una dieta hipercalérica (NR/AL o R/AL) hasta el dia
del experimento. El contenido de vitaminas y minerales en las dos dietas fue idéntico y de
acuerdo con los requerimientos de la dieta estandar para rata. La composicién porcentual

de macronutrimentos de las dietas se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4

Composicion de las dietas experimentales

Dieta normal en lipidos Dieta alta en lipidos

Ingrediente

(NL) (AL)

g/ kg dieta

Caseina 206 206
Glucosa 330 60
Fécula de maiz 330 60
Aceite de maiz 40 400
DL-Metionina 3 3
Vitaminas® 10 10
Minerales? 26 26
Celulosa 55 235
Energia Kcal / g 3824 4904

" Contenido por Kg: 11.01 g PABA, 101.66 g acido ascérbico, 0.044 g de biotina, 2.97 g B12,
6.61g pantotenato de calcio, 349.69 g citrato de colina dihidrogenada, 0.20 &cido félico, 100.01 g
inositol, 4.95 g menadiona, 9.91 g niacina, 2.20 g HCI B6, 2.20 g B2, 2.20 g HCI B1, 3.96 g palmitato
de retinil, 0.44 g ergocalciferol, 24.23 g acetato de DL-a tocoferol, 466.67 g fécula de maiz.

2 Contenido por Kg: 0.025 g molibdato de amonio, 292.9 g carbonato de calcio, 4.3 g fosfato de
calcio, 1.56 g sulfato cuprico, 6.23 g citrato férrico, 99.8 g sulfato de magnesio, 1.21 g sulfato de
manganeso, 0.005 g yoduro de potasio, 343.1 g fosfato de potasio, 250.6 g cloruro de sodio, 0.015 g

selenito de sodio, 0.2 g cloruro de zinc.
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A los 80 dias de edad, los machos se sacrificaron para cuantificar metabolitos en
sangre, lipogénesis, incorporacion y oxidacion de *C-trioleina, composicién corporal,
cuantificacion de mRNA de LPL, medicién de la actividad de LPL y de la masa de LPL en

tejido adiposo y musculo.

2. REGISTRO Y CONSUMO DE ALIMENTO

Desde el primer dia de embarazo y hasta el dia del destete se registré diariamente el
consumo de alimento de la rata madre. Las ratas del grupo no restringido (NR) recibieron
diariamente 100 g de alimento y el dia siguiente a la misma hora se colecté el alimento
residual. El alimento consumido se calcul6 a partir de la diferencia entre el alimento inicial
menos el alimento residual. Las ratas madre del grupo restringido recibieron el 50% del
promedio de alimento consumido por las ratas del grupo no restringido.

A patrtir del destete y hasta los 80 dias de edad se registré diariamente el consumo de

alimento de las crias macho.

3. REGISTRO DEL PESO CORPORAL DE LA RATA MADRE Y LAS CRIAS

A partir del primer dia de embarazo, se registré diariamente el peso corporal de la rata
madre utilizando una bascula electronica OHAUS con sensibilidad de 0.1 g. El peso
corporal se registré a la misma hora en la que se puso el alimento.

El dia del parto, que fue considerado como el primer dia de lactancia, se registro el
namero y peso de las crias, y se ajustd la camada a 8 crias con la mayor cantidad de
machos posibles. A partir del primer dia de lactancia y hasta los 21 dias de edad (destete)
se registro diariamente el peso corporal de la camada. Después de este dia y hasta los 80

dias de edad se registrd diariamente el peso corporal de los machos.
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4. DETERMINACION DE LA COMPOSICION CORPORAL DE LAS RATAS

La composicién corporal de las crias macho se determind en 10 animales por grupo a
los 80 dias de edad. Después del sacrificio, los animales fueron eviscerados y se les
elimind la piel, la cabeza, las patas y la cola. El tejido restante compuesto por la masa
muscular, la masa 6sea Yy el tejido adiposo se nombrd como carcasa.

La carcasa de los machos se pesé y se licu6 con agua (1:1 p/v). El homogeneizado se
colocé en una charola previamente tarada y se colocd dentro de un horno a 90°C hasta
obtener un peso constante. La carcasa seca se pulverizdé en un mortero, el polvo obtenido
se coloco en frascos de vidrio con tapa de rosca y se guardaron en refrigeracion a 4°C
hasta su uso.

Contenido de agua

La humedad se determiné a partir de la diferencia entre el peso himedo de la carcasa

y el peso del polvo seco.
Contenido de nitrégeno

El contenido de nitrégeno se determind en muestras de 0.02-0.03 g del pulverizado de
la carcasa sometiéndolas a una digestion proteinica acida, mediante el método de Kjeldahl,
utilizando un desecador y un titulador semiatumaticos (Tecator modelo 1035).

Contenido de lipidos

Para esta determinacién se usaron muestras de 1 g del pulverizado de la carcasa en
cartuchos de celulosa, los cuales fueron colocados en un extractor de lipidos tipo goldfisch.
Los lipidos fueron extraidos por reflujo constante durante 4 h con éter etilico y recibidos en
recipientes de vidrio previamente puestos a peso constante. Transcurrido el tiempo de
extraccion el solvente se evapor6 y los vasos con el residuo lipidico se llevaron a peso
constante. El contenido de lipidos se obtuvo por la diferencia del peso del vaso con los

lipidos extraidos y con los vasos vacios.
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5. DETERMINACION DE LA INCORPORACION Y OXIDACION DE *C TRIOLEINA

La captaciéon de los lipidos de la dieta se evalu6 a través de la incorporacién de los
acidos grasos de la trioleina marcada radiactivamente en los lipidos del tejido adiposo y del
musculo. Ademas de la captacién se valoro la oxidaciéon de los lipidos de la dieta a partir
de la produccion de **CO,,

Las crias macho de 80 dias de edad (10 por grupo) recibieron por via oral **C trioleina
(0.5 g, 0.8 uCi) entre las 8:00 y las 9:00 am, no se utilizé6 anestésico para la intubacion.
Inmediatamente después, las ratas se introdujeron dentro de un desecador, en un sistema
disefiado para capturar **CO, proveniente de la oxidacion de la *C trioleina (Figura 8). El
14C0O, fue atrapado con una solucién de etanol amina: etilen glicol monometil éter (1:1 v/v).
La solucion se cambi6 cada hora durante 5 horas. Se tomaron 5 ml de cada alicuota y se
les adicion6 5 ml de liquido de centelleo para cuantificar el **CO,,

Después de 5 horas de la administracion de la dosis de trioleina marcada, las ratas
fueron anestesiadas intraperitonealmente con pentobarbital sédico (60 mg/Kg p.c.). En la
rata anestesiada se tomdé una muestra de sangre de la arteria aorta abdominal,
posteriormente la rata se sacrifico y se diseco el higado, el tejido adiposo epididimal y el
tracto gastrointestinal. La carcasa y las visceras se homogeneizaron en agua (1:1 p/v). El
tracto gastrointestinal se homogeneizé con 100 ml de &cido perclérico al 3%. La sangre se
centrifugd por 5 minutos para obtener el suero. Una alicuota de 20 ul de suero se coloco
en viales que contenian 5 ml de liquido de centelleo y se determiné la radiactividad de la
muestra en contador liquido de centelleo.

Se tomaron muestras por duplicado aproximadamente de 0.5 g del higado y del tejido
adiposo, asi como alicuotas de 5 g de los homogeneizados del tracto gastrointestinal y de
la carcasa, para realizar la extraccion de los lipidos por el método de Stansbie. Los lipidos
fueron saponificados con la adiciéon de KOH al 60%. Los tubos se incubaron 10 min a 70°C

y se les adicion6 1.5 ml de etanol absoluto agitando la muestra en vértex e incubando
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nuevamente a 70°C durante dos horas. Después de la incubacién, las muestras se
neutralizaron con 1.5 ml de H,SO, 6M y se extrajeron los lipidos tres veces con éter de
petréleo. La fase etérea se lavd con agua y se evaporé durante 24 horas en viales
previamente pesados. Los lipidos extraidos se disolvieron en 5 ml de liquido de centelleo y
se midi6 la radiactividad de los lipidos marcados incorporados en los tejidos.

La absorcién de la dosis oral de trioleina se calculé a partir de la diferencia entre las
dosis de 'C trioleina administrada y los lipidos radiactivos presentes en el tracto
gastrointestinal de la rata, después de 5 h de la administracion de la dosis. La captacion de
los lipidos por los tejidos se expresd como porcentaje de la dosis absorbida.

La acumulacion de los lipidos marcados en los tejidos se determind midiendo la
radiactividad en los lipidos extraidos de los tejidos.

Se pesaron muestras por duplicado de cada uno de los tejidos (0.5 gramos) y de los

homogeneizados del tracto gastrointestinal y de los carcass (59).
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Figura 8. Sistema disefiado para capturar **CO, proveniente de la oxidacién de *C-

trioleina administrada via oral a la rata.
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6. METABOLITOS Y HORMONAS EN SANGRE

Los machos de 80 dias de edad se sometieron a ayuno de 18 horas previas al dia del
experimento. Aproximadamente entre las 8:00 y 9:00 am las ratas fueron decapitadas para
obtener la mayor cantidad de sangre. La sangre se centrifugd a 3000 rpm durante 10
minutos para obtener el suero en el cual se realizé la cuantificacion de metabolitos y
hormonas. La medicion de insulina y de leptina se realiz6 mediante radioinmunoensayo
con un hit comercial (Rat Insulin RIA Kit, RI-13K / Rat Leptin RIA Kit RL-83K Linco
Research). La concentraciéon de glucosa plasmatica se cuantific6 por el método de Trinder,
usando un kit comercial (Stanbio Glucosa oxidasa). Los triacilgliceroles se cuantificaron
utilizando un método enzimatico mediante estuches comerciales (Stanbio Triglicéridos

Liquicolor GPO-PAP).

7. LIPOGENESIS

Los machos de 80 dias de edad se inyectaron intraperitonealmente con 0.1 ml de *H,0
(1 mCi), después de 60 minutos las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (60
mg/Kg p.c.). Se tomaron muestras de sangre arterial para la determinacion de la
radiactividad especifica del agua tritiada. La rata se sacrificd y se diseco el higado y el
tejido adiposo epididimal, registrando su peso.

Se obtuvieron muestras de 0.5 g de higado y tejido adiposo. La extraccion de los

lipidos se determiné mediante el método de Stansbie.

8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA LPL

La actividad de la LPL se determiné por el método descrito por Nilsson-Ehle, utilizando
una emulsion de trioleina tritiada como sustrato. Los &cidos grasos marcados con tritio,
liberados de la trioleina por la accién de la LPL del tejido, son extraidos de la mezcla de

reaccion y cuantificados por medio de un contador liquido de centelleo.
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Preparacion del polvo aceténico

Después de la obtencion de la muestra de sangre en las ratas que se utilizaron en la
medicion de la oxidacion de **C-trioleina, se disecé un fragmento de musculo o tejido
adiposo, el cual fue prensado en placas de metal e inmediatamente congelado en
nitrégeno liquido y se mantuvo en congelacion a 70°C hasta su posterior uso.

El fragmento de tejido congelado (tejido adiposo o muasculo) se pulverizé sin
descongelar en un mortero de porcelana enfriado con nitrégeno liquido. Una vez
pulverizado se registré su peso, se pasO a tubos de ensaye en donde se les adicion6
acetona enfriada a —20°C, se agité y se centrifugo a 2500 rpm durante 5 minutos. Al
finalizar la centrifugacion, la acetona se decanté y se repitié la operacion tres veces. El
polvo obtenido se lavé con 10 ml de éter etilico, se centrifugd en las mismas condiciones,
para eliminar mediante decantacion el éter etilico sin resuspender el polvo. El polvo se
secO en un desecador a vacio durante 2 horas. Transcurrido este tiempo se registré el
peso del polvo y una muestra se utilizé para extraer a la LPL.

Extraccion de la enzima

La LPL se extrajo de 10 mg del polvo aceténico utilizando 1ml de amortiguador Tris-
HCI 0.05 M con etilen glicol 1M, pH 8.0. La mezcla se mantuvo en hielo con agitacion
constante durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, la mezcla se centrifugd a 3000 rpm
durante 20 minutos y el sobrenadante fue utilizado como fuente de la enzima.

Preparacion del sustrato

La solucion de trabajo que se utilizé para la medicién de la actividad de la LPL en el
tejido se preparé inmediatamente antes de ser utilizada, mezclando 4 volumenes de un
amortiguador Tris-HCI 0.2 M pH 8.0, con 3% de albumina de suero bovino libre de acidos

grasos, 1 volumen de suero y 1 volumen del sustrato concentrado.

El sustrato concentrado se prepar6 mezclando 150 mg de trioleina 99% (cis-

trioctadecanoil glicerol, Sigma-Aldrich), 0.25 ml de 3H-trioleina (5mCi/10ml) y 0.1 ml de
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lecitina (fosfatidil colina), la mezcla se evapor6 con una corriente de nitrégeno durante 30
minutos a temperatura ambiente para eliminar el tolueno en el que esta disuelta la trioleina
tritiada. Transcurrido ese tiempo se agregaron 3.14 g de glicerol (5 1.256 g/ml) y la mezcla
se homogeneizé durante 5 minutos en hielo, en un homogeneizador de tipo Poltrén. El
sustrato concentrado se mantuvo a temperatura ambiente y es estable hasta por 6

semanas.

El suero se obtuvo de ratas con un ayuno de 24 horas y se calenté a 60°C durante 10

minutos para eliminar su actividad lipolitica.

Medicion de la actividad de la LPL

Se colocaron 100 pl del extracto enzimatico con 100 ul del sustrato de trabajo a pH 7 y
se incubaron a 37°C durante 60 minutos. Transcurrido este tiempo la reaccién se detuvo
mediante la adiciébn de 3.33 ml de la mezcla de Belfrage (metanol-cloroformo-heptano
1.45:1.25:1 v/vlv) agitando durante 1 minuto. A continuacion se adicion6 1 ml de
amortiguador de carbonato-borato de sodio 0.1 M, pH 10.5, la mezcla se agité durante 1
minuto y posteriormente se centrifugd a 2500 rpm durante 15 minutos a 4°C.

Se tomaron 0.5 ml de la fase acuosa y se colocaron en viales de borosilicato, a los
cuales se les adicion6 5 ml de liquido de centelleo para posteriormente determinar la
radiactividad durante 5 minutos en un contador liquido de centelleo (Becan LS6000LL). Las
determinaciones se hicieron por duplicado.

La actividad especifica (SA) del sustrato de trabajo se determiné midiendo la

radiactividad de 25 pl de esta suspension con 5 ml de liquido de centelleo.
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9. EXTRACCION DE RNA

La extraccion del RNA se realizdé en 100-150 mg de polvo de tejido adiposo y musculo,
el cual se obtuvo moliendo el tejido con nitrégeno liquido, y utilizando el método de trizol.
Se agregdé 1 ml de trizol frio al tejido en polvo y se homogeneiz6 mediante un polytron
aproximadamente 2-3 minutos, y se incubd en hielo 5 minutos. Posteriormente, el
homogeneizado se centrifugé a 10 000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Al sobrenadante se
le agregaron 200 ul de cloroformo frio, mezclando vigorosamente e incubando de 2-3
minutos en hielo, se centrifugd a 10 000 rpm durante 10 minutos. La mezcla se separa en
una fase inferior color roja, una interfase de fenol-cloroformo y una fase acuosa superior
donde se encontraba el RNA. A esta fase se le afladieron 0.5 ml de isopropanol frio y se
incubo 10 minutos a -20°C, después de este tiempo se centrifugé a 10 000 rpm durante 10
minutos, en este paso el RNA se precipita y toma la forma de un botén blanco en el fondo
del tubo. Se elimind el sobrenadante y se afiadié 1 ml de etanol al 75% para resuspender
la pastilla, esta mezcla se centrifugd a 7500 rpm durante 5 minutos, se elimind el
sobrenadante y se dejo secar al RNA precipitado durante 5 minutos. EI RNA seco se
disolvié en agua con dietilpirocarbonato (DEPC) estéril y se congel6 a -70°C.

Cuantificacion e integridad del RNA

La integridad del RNA se determind mediante un gel de agarosa al 1%. Y la
cuantificacion se realizé mediante un espectrofotometro (Eppendorf, Biophotometer ), se
leyd la absorbancia a 260 y 280 nm vy si la relacién entre estas longitudes de onda era

cercana a 2 el RNA se tomé como puro.
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Cuantificacion del mRNA de la lipoproteina lipasa

La cuantificacion del mRNA de la LPL se realiz6 mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (PCR-RT). Se utilizaron oligonucleétidos marcados con FAM y
con la siguiente secuencia: Primer Sentido: 5’- ATCCATGGATGGACGGTGACAGGAA -3'.
Se utilizé B-actina como gen control y secuencia 5-
GCCTTCCTTCCTGGGTATGGAATCC-3'.

Para la realizacion del ensayo de RTg-PCR se utilizé un kit taiman para ONE-sep RTQ-
PCR (Applied Biosystems) usando 12.5 ul de Master Mix 2X, 0.625 ul de Multiscribe and
RNAse Inhibitor mix 40X, 1.25 pl de primer tanto sentido como antisentido, 1 ul de
templado (con una concentracion entre 10-100 ng) ajustando el volumen final de 25 pul con
agua libre de RNAasas.

El ensayo se realizé en un termociclador para PCR en tiempo real (Abi Prism 7000) y
las condiciones establecidas fueron: el alineamiento fue de 50° C durante 2 minutos,
posteriormente una deshaturalizacion a 95° C durante 10 minutos para finalmente llegar a
40 ciclos de amplificaciéon. Cada ciclo estaba constituido por una desnaturalizacion a 95° C

durante 15 segundos y un alineamiento a 60° C durante 1 minuto.
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RESULTADOS

1. Efecto de larestriccién sobre el crecimiento de las ratas hembras gestantes

La curva de crecimiento de las ratas hembras durante el periodo gestacional se
muestra en la figura 9, en donde se observa que las ratas restringidas en un 50% tienen un
peso menor comparadas con las ratas control, alimentadas a libre demanda, durante la
gestacion (151.68 + 33.9 vs 68.34 + 16.4 g, p< 0.001). A partir del noveno dia de gestacion
se empieza a notar el efecto de la restriccion. La ganancia total de peso durante el periodo
de gestacion fue de 59.1 + 24.1 g en el grupo restringido contra 160.6 + 28.4 g en el grupo

control.
Figura 9. Crecimiento de la rata madre durante la gestacién
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Figura 9. Peso de la rata madre durante la gestacion. Las ratas del grupo experimental se
sometieron a una restriccion del 50% del consumo de alimento de la rata control. Grupo Control n=

46, Grupo Restriccion n= 23. Los valores se presentan como promedio + SD. Las diferencias

estadisticas se muestran como * con una p < 0.001.
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2. Peso de las crias al nacimiento y al destete

El peso al nacimiento de las crias de las ratas que fueron sometidas a restriccion fue
significativamente menor en comparacién con sus controles. El nimero de crias por
camada no fue diferente entre los grupos.

Al destete el peso corporal de las crias macho del grupo restringido fue

significativamente menor que el peso corporal de las ratas control (Tabla 5).

Tabla 5. Peso corporal de las crias macho al nacimiento y al destete

Numero de crias Peso de las crias
Grupo Peso al nacimiento
por camada al destete
NR/NL
49.7 £5.1°
(53)
7.6 £0.49 11.3+2.0
NR/AL
49.3 +4.7%
(53)
R/NL
43.7+5.2°
(50)
5.95 + 0.57 109+1.8
R/AL
44.8 +5.7°
(50)
p <0.0001 0.44 <0.0001

Los valores se presentan como promedio * desviacion estandar. Los promedios que son

significativamente diferentes se muestran con superindices diferentes.
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3. Peso corporal y de los tejidos de las crias macho a los 80 dias de edad

En la tabla 6 se muestra el peso corporal y el peso del tejido adiposo epididimal y
retroperitoneal, de la carcasa y del higado de las ratas macho de los cuatro grupos
experimentales.

El peso corporal fue significativamente mayor en las ratas sometidas a una restriccion
de alimento del 50% durante la gestacién (R) comparadas con las ratas alimentadas a libre
demanda durante la gestacion (NR), independiente del la dieta con la que fueron
alimentados después del destete.

Las ratas alimentadas con una dieta alta en lipidos (NR/AL) después del destete y las
restringidas durante la gestacion independientemente de la dieta que recibieron después
del destete tuvieron un peso de la carcasa mayor en comparacién con el grupo no
restringido alimentado con la dieta NL durante el destete.

Los machos del grupo NR/AL tuvieron un peso de la carcasa mayor que el grupo
NR/NL. Por otro lado, el grupo R/NL tuvo un mayor peso de carcasa que el grupo NR/NL,
el cual esta relacionado al tratamiento durante su gestacién, sin embargo, no se
encontraron diferencias cuando se compara con el grupo R/AL ni contra el grupo NR/AL.
No se encontraron diferencias estadisticas en el peso del higado entre los cuatro grupos
experimentales, aunque existe tendencia a un aumento en el tamafio del higado
dependiente de la dieta y de la restriccién temprana (Tabla 6).

Se encontr6é un efecto de la dieta y de la restriccion temprana en el peso sobre la
cantidad del tejido adiposo epididimal entre los grupos estudiados. El peso del tejido
adiposo epididimal fue significativamente mayor en los animales que recibieron la dieta AL
y en los que fueron restringidos durante la gestacion. La restriccién in utero provocé un
aumento significativo en el peso del tejido adiposo epididimal independientemente de la
dieta postdestete, siendo mayor entre aquellos machos alimentados post-destete con una

dieta alta en lipidos; ademas la restriccion in utero provoca un aumento significativo en la
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cantidad de tejido adiposo epididimal, cuando se comparan los grupos NR/NL y R/NL. El
grupo R/AL fue el que tuvo una mayor cantidad de tejido epididimal comparado con los

otros tres grupos restantes (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto de la restriccion in Gtero y de la cantidad de lipidos de la dieta sobre

el peso corporal y de los tejidos a los 80 dias de edad de las crias macho

Peso Tejido adiposo
Grupo Carcasa Higado
corporal Epididimal | Retroperitoneal
g

NR/NL | 349.1+15.8% | 168.6 +26.8° | 2.82 £0.55* | 2.74+1.23° 12.2+1.3
NR/AL | 342.8+23.4% | 178.1+135° | 3.42+0.98" | 3.93+0.70° 12.7+1.7
R/NL | 366.9+22.2° | 195.2+19.9° | 3.66 +0.56° | 6.89+1.80" 12.7 1.3
R/AL | 374.7+21.6° | 204.2+21.9° | 448+0.83° | 7.51+0.71° 135+ 1.2

p 0.01 0.005 <0.0001 <0.0001 0.066

Los valores se muestran como promedio + desviacion estandar. Los superindices diferentes indican

diferencias estadisticas entre los grupos.

En la tabla 7 se muestran el peso de los tejidos, los resultados se muestran como
porcentaje de tejido para corregir por las diferencias en peso corporal. En cuanto a la
carcasa, se encontraron diferencias entre los grupos no restringidos con diferente dieta,
siendo mayor el tamafio de la carcasa en el grupo NR/AL que en el grupo NR/NL. No se

encontraron diferencias entre los grupos restringidos. Las diferencias encontradas en el

andlisis del peso de los tejidos se mantienen aun después de esta correccion.
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El porcentaje de tejido adiposo epididimal fue diferente entre los grupos con
diferente tipo de dieta y entre diferente tratamiento durante la gestacion. Entre el grupo
R/NL y el NR/AL no se encontraron diferencias estadisticas en el porcentaje de tejido
adiposo epididimal.

Los grupos sometidos a restriccion alimentaria durante la gestacion tuvieron un
mayor porcentaje de tejido adiposo retroperitoneal que los grupos control,
independientemente de la dieta con la que fueron alimentados.

No se encontraron diferencias estadisticas en el porcentaje de higado por peso

corporal entre ninguno de los grupos estudiados.

Tabla 7. Porcentaje del peso corporal de la carcasa y de los tejidos a los 80 dias de

edad de las crias macho en relacion al peso corporal

Carcasa Tejido adiposo Higado
Epididimal Retroperitoneal
%
NR/NL | 47.9+49° 0.81+0.2° 0.75 + 0.3 3.54+0.3
NR/AL | 51.9+3.3" 0.99+0.3° 1.18 £ 0.2° 3.69+0.5
R/NL | 56.9 +2.00° 1.01£0.2° 1.75+0.3° 3.60+0.4
R/AL | 59.1+55° 1.23+0.2° 2.15+0.3° 3.59 + 0.4
p 0.014 <0.0001 <0.0001 0.663

Los valores se muestran como promedio + desviacion estandar. Los superindices diferentes indican

diferencias estadisticas entre los grupos.
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4. Ingestade alimento en las crias macho desde el destete hasta los 80 dias de
edad.

En la figura 10 se muestra el consumo de alimento de las crias macho desde el
destete hasta los 80 dias de edad. Durante el periodo posterior al destete y hasta los 80
dias de edad, el consumo de alimento fue menor a partir del dia 26 en las ratas
alimentadas con la dieta alta en lipidos independientemente de si fueron o no restringidas

durante la gestacién del tratamiento que tuvo su madre durante la gestacion.
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Figura 10. Ingesta de alimento de las crias macho, no restringidos durante su periodo gestacional
(NR) o con una restricciéon del 50% de alimento (R), alimentadas desde el destete hasta los 80 dias
de edad alimentadas con una dieta que contiene 4% de lipidos (NL) o con 40% de lipidos (AL);
grupos no restringidos durante su periodo gestacional (NR) o con una restriccion del 50% de
alimento durante la gestacion (R). NR/NL n= 64, NR/AL n= 66, R/NL n= 49, R/AL n= 46. Los valores

se presentan como promedio + desviacién estandar.
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La ingesta energética de los cuatro grupos experimentales se muestra en la figura 11.
La ingesta energética se incrementd progresivamente desde el destete hasta los 80 dias
de edad en todos los grupos, no se encontraron diferencias significativas en el consumo

de energia durante este periodo entre los grupos experimentales.
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Figura 11. Ingesta energética de las crias macho desde el destete hasta 80 dias de edad
alimentadas con una dieta que contiene 3824 cal/kg dieta (NL) o 4904 cal/kg dieta (AL); grupos no
restringidos durante su periodo gestacional (NR) o con una restriccion del 50% de alimento durante
la gestacion (R). NR/NL n= 64, NR/AL n= 66, R/NL n= 49, R/AL n= 46. Los valores se presentan

como promedio + desviacion estandar.
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5. Composicién corporal de las ratas macho a los 80 dias de edad.

La composicién corporal de los animales de los diferentes grupos experimentales
determinada a los 80 dias de edad se muestra en la tabla 8. Se observa que los grupos
sometidos a la restriccion in Utero tienen un porcentaje de grasa corporal significativamente
mayor en comparacion con las crias de las ratas que fueron alimentadas a libre demanda
ad libitum durante la gestacién. Ademas, los grupos que recibieron la dieta AL desde el
destete tienen un porcentaje de grasa corporal significativamente mayor en comparacion
con las ratas alimentadas con la dieta NL independientemente de si los animales fueron o
no restringidos durante la gestacion.

El porcentaje de proteina corporal en los grupos de ratas que recibieron la dieta AL,
fue significativamente menor comparadas con los grupos de ratas alimentadas con la dieta
NL.

Tabla 8. Efecto de la restriccién durante la gestacion in Gtero y del contenido de la
cantidad de lipidos en la dieta sobre la composicién corporal de las ratas macho a

los 80 dias de edad.

Los valores se muestran como promedio + desviacion estandar. Los superindices diferentes indican

diferencias estadisticas entre los grupos.

Humedad Sdlidos Grasa Proteina
%
NR/NL 722+1.7 275+1.7 17.4+33°2 68.5+1.9°
NR/AL 700+ 1.9 30.0 £ 1.9 239+25" 63.2+1.9°
R/NL 724+27 27.6+2.7 226+34" 703+1.8°
R/AL 71.0+2.9 29.0+2.9 28.3 £3.3° 65.1+2.1°
p 0.17 0.17 <0.0001 0.029
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6. Porcentaje de lipidos en los tejidos

El porcentaje de lipidos en el higado y en el tejido adiposo se muestra en la tabla 9.
Los grupos de ratas alimentados con una dieta AL tienen significativamente mayor
porcentaje de lipidos en el higado comparados con las ratas que recibieron la dieta NL. No
se encontraron diferencias en el contenido de lipidos en el tejido adiposo epididimal entre

ninguno de los grupos.

Tabla 9. Efecto de la restriccidn alimentaria durante la gestacion y la alimentacién
postdestete con una dieta con diferente concentracién de lipidos sobre el contenido

de lipidos en higado y tejido adiposo de las crias macho a los 80 dias de edad

N Higado TAE
%
NR/NL 10 3.6 £ 0.41° 79.3+12.2
NR/AL 10 10.1+2.9° 79.3+ 54
R/NL 8 34+1.0° 75.3+9.2
R/AL 8 9.1+23° 81.1+ 6.0
p <0.0001 0.59

Los valores se muestran como promedio + desviacién estandar. Los superindices diferentes indican

diferencias estadisticas entre los grupos.
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7. Captacion y oxidacién. Utilizacién y transferencia de una dosis de *C trioleina
administrada oralmente a las ratas macho a los 80 dias de edad
La absorcion de la dosis oral de trioleina marcada fue significativamente mayor en las
ratas que recibieron la dieta AL en comparacién con las ratas de la dieta NL (Tabla 10).
Para corregir el efecto de la absorcion los resultados se expresan como porcentaje de la

dosis absorbida.

Tabla 10. Efecto de la restriccién de alimento durante la gestacion in Gtero y de la
alimentacion postdestete con una dieta con diferente concentracién de lipidos sobre
la absorcion de una dosis oral de *C-trioleina de lipidos en las crias macho de 80

dias de edad

Absorcién de la dosis de *C-trioleina
" %
NR/NL 10 74.35 + 7.86°
NR/AL 10 89.75 + 3.94°
R/NL 8 78.63 + 6.09°
R/AL 8 93.35 + 3.22°
p <0.0001

Los valores se muestran como promedio + desviacion estandar. Los superindices desiguales

indican diferencias estadisticas entre los grupos.

En la tabla 11 se muestran los valores acumulados de produccién de 14C0, durante
las 5 horas de estudio en los cuatro grupos experimentales. La oxidacién de lipidos
marcados fue significativamente menor en el grupo restringido durante la gestacién y
alimentado con una dieta alta en lipidos después del destete R/AL comparado contra los

tres otros grupos restantes.
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Tabla 11. Efecto de la restriccién de alimento durante la gestacion in Gtero y de la
alimentacion postdestete con una dieta con diferente concentracion de lipidos sobre
la produccién de CO, y la incorporacion de *C-trioleina en el higado, la carcasa y el

tejido adiposo epididimal en las crias macho a los 80 dias de edad

n |Produccion de Incorporacion total de *C-lipidos
CO, (% dosis absorbida/tejido total)
(% dosis
absorbida)
Higado Tejido adiposo Carcasa
epididimal

NR/NL | 10 34.0+3.2% 174+15 11.0+ 0.6% 11.9 £0.4%
NR/AL | 10 38.9+3.1°% 149+25 11.2+ 0.5% 13.8 +0.9°
RNL | 8 | 36.9+5.2% 145+2.6 11.8+ 0.8° 13.1+0.8°
RAL | 8 | 30.2%5.1° 16.4+2.9 12.0+ 0.5° 16.6 + 1.1°

p 0.03 0.066 0.004 <0.0001

Los valores se muestran como promedio *+ desviacion estandar. Los superindices diferentes indican

diferencias estadisticas entre los grupos.

La incorporacion de la **C-trioleina en el higado, tejido adiposo y carcasa se muestra
en la tabla 11. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la
incorporacioén de los lipidos marcados en el higado o en el tejido adiposo. La incorporacion
de la *C-trioleina en la carcasa y en el tejido adiposo epididimal de las ratas a los 80 dias

de edad fue significativamente mayor en las ratas restringidas durante la gestacion que en

las no restringidas, independientemente de la dieta postdestete consumida.
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Ademads, se encontrd que la incorporacion del lipido marcado es significativamente
mayor en las ratas alimentadas con la dieta AL., siendo el grupo R/AL el que tuvo una
incorporacién mayor comparado con los tres grupos restantes.

La incorporacion de la **C-trioleina en la carcasa de las ratas a los 80 dias de edad
fue significativamente mayor en las ratas restringidas durante la gestacion que las no
restringidas; la dieta alta en lipidos tiene efecto sobre el aumento en la incorporacién del
lipido marcado en ambos grupos.

8. Lipogénesis en higado y tejido adiposo

La tabla 12 muestra la sintesis de novo de los lipidos en el higado en el tejido
adiposo. En el higado y en el tejido adiposo la lipogénesis fue menor en los tejidos de los
grupos con la dieta AL comparados con los animales del grupo NL. En el higado, las ratas
del grupo R/NL tuvieron una mayor lipogénesis comparados con los del grupo NR/NL, sin
embargo el grupo R/AL tuvo una menor lipogénesis al compararlo con el grupo NR/AL en

este mismo tejido.

Tabla 12. Sintesis de lipidos de novo en las crias macho a los 80 dias de edad

LIPOGENESIS
N
mmol/g tej / h
Higado Tejido adiposo
NR/NL 10 12.0 + 2.5° 10.6 + 1.8°
NR/AL 10 75+ 3.6° 53+ 2.9°
R/NL 10 17.3 + 5.1° 115+ 2.8°
R/AL 10 29 + 1.6° 2.3 + 0.8°
p <0.0001 <0.0001

Los valores se muestran como promedio + desviacion estandar. Los superindices diferentes indican

diferencias estadisticas entre los grupos.
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9. Actividad de lipoproteina lipasa en musculo y tejido adiposo

La tabla 13 muestra la actividad de la LPL en el masculo y en el tejido adiposo
epididimal y retroperitoneal. La actividad de la LPL en el musculo fue significativamente
mayor en los grupos restringidos durante la gestacion comparada con la actividad de las
ratas de los grupos no restringidos, independientemente del tipo de dieta que consumieran.

En el tejido adiposo epididimal como en el retroperitoneal la actividad de la LPL fue
significativamente mayor entre los grupos de ratas restringidas durante la gestacion
comparadas con las no restringidas, sin embargo las ratas del grupo R/AL tuvieron

significativamente la mayor actividad de LPL comparados con los demas grupos.

Tabla 13. Efecto de la restriccién alimentaria durante la gestacion y la alimentacion

post-destete con dietas con diferente contenido de lipidos sobre la actividad de la

LPL
Tejido Adiposo
Musculo
Grupo Epididimal Retroperitoneal
nmolFFA/min

NR/NL 1.32 +0.30° 3.93 +1.52° 1.43 £ 0.59°
NR/AL 1.67 £ 0.41° 3.56 + 1.69° 1.12 + 0.42°

R/NL 2.39+0.81° 6.79 £ 2.27° 4.95 + 0.68"

R/AL 3.01+0.73° 13.01 +3.33° 7.14 £ 2.09°

p <0.0001 <0.0001 <0.0001

Los valores se muestran como promedio + desviacion estandar. Los superindices diferentes indican

diferencias estadisticas entre los grupos.
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10. Perfil de expresién de lipoproteina lipasa en tejido adiposo y masculo de ratas
adultas.

Las figuras 12 y 13 muestran la expresién de la lipoproteina lipasa en musculo
esquelético y en tejido adiposo, respectivamente. La expresién de la lipoproteina lipasa en
musculo fue significativamente mayor en los grupos restringidos durante la gestacion
comparados con las ratas de los grupos no restringidos (p 0.003), sin embargo los
animales que consumieron una dieta alta en lipidos no presentaron una expresion diferente
independientemente del tratamiento durante la gestacion que tuvieran.

El perfil de expresién de la lipoproteina lipasa en el tejido adiposo es igual en todos los

grupos experimentales, como se muestra en la figura 13.
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Figura 12. A) Perfil de expresidn de lipoproteina lipasa en musculo esquelético en las crias macho
a los 80 dias de edad alimentadas con una dieta que contiene 3824 cal/kg dieta (NL) o 4904 cal/kg
dieta (AL); grupos no restringidos durante su periodo gestacional (NR) o con una restriccion del
50% de alimento durante la gestacion (R). Los valores se presentan como promedio * error
estandar. La comparacion se realizd entre los grupos en un mismo tejido. La diferencia mostrada
tiene p 0.003. B) Gel al 1% de agarosa con 150ng/ml de RNA.
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Figura 13. A) Perfil de expresion de lipoproteina lipasa en tejido adiposo epididimal en las crias
macho a los 80 dias de edad alimentadas con una dieta que contiene 3824 cal/kg dieta (NL) o 4904
cal/kg dieta (AL); grupos no restringidos durante su periodo gestacional (NR) o con una restriccion
del 50% de alimento durante la gestacion (R). Los valores se presentan como promedio + error
estandar. La comparacién se realizé entre los grupos en un mismo tejido. La diferencia mostrada

tiene p 0.003. B) Gel al 1% de agarosa con 150ng/ml de RNA.



71

11. Concentracion de leptina, insulina, glucosay triacilgliceroles plasmaticos

La tabla 14 muestra las concentraciones en plasma de insulina, leptina, glucosa y
triacilgliceroles de las ratas macho a los 80 dias de edad. La concentracion plasmatica de
insulina, glucosa vy triacilgliceroles es significativamente mayor en las ratas sometidas a
restriccion comparadas con las ratas no restringidas; en el caso de la insulina y de la
glucosa éste aumento es independiente de la dieta post-destete con la que fueron
alimentadas, sin embargo en el caso de la concentracién de triacilgliceroles plasmaticos, el
consumo de una dieta alta en lipidos disminuye la concentracién de triacilglceroles
circulantes (Tabla 14).

La concentracion de leptina en plasma es significativamente mayor en las ratas
sometidas a restriccion comparadas con las ratas no restringidas, independientemente de
la dieta con la que fueron alimentadas (Tabla 14). Se realiz6 un andlisis de regresion lineal
(Tabla 15) para eliminar el efecto de la concentracién de grasa sobre la secrecién de
leptina y se encontré que los grupos R/NL y R/AL continuaban teniendo una mayor
concentracion de leptina plasmatica por efecto de la restriccion independientemente del

porcentaje de la grasa y del peso corporal.
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Tabla 14. Efecto de la restriccién de alimento durante la gestacién y la alimentacién

post-destete con dietas con diferente contenido de lipidos sobre la concentracién

plasmatica de leptina, insulina, glucosay triacilgliceroles

Leptina Insulina Glucosa Triacilgliceroles
Grupo
ng/ml ng/ml mM mg/dl
NR/NL 2.1+0.82 2.3+0.6° 8.6+1.5% 96.72 + 22.92
NR/AL 2.0+ 1.0° 2.4+0.8% 7.0+ 1.9° 67.56 + 39.7"
R/NL 4.6 +1.4° 3.3+0.6° 14.4 + 1.6° 143.48 +24.2°
R/AL 5.1+2.4° 4.0+0.09° 12.0+2.1° 101.48 +21.1%
D < 0.0001 <0.0001 0.001 <0.0001

Los valores se muestran como promedio + desviacion estandar. Los superindices diferentes indican

diferencias estadisticas entre los grupos.

Tabla 15. Variacion ajustada para las concentraciones séricas de leptina en ratas

macho de 80 dias de edad en el grupo restringidos controlando por peso corporal y

tipo de dieta
Valor de p R?
Variable dependiente: Concentraciones séricas de
. <0.001 0.47
leptina (ng/ml)
_ o Desviacion
Predictor Coeficiente ) P
estandar

Peso corporal -0.000182 0.006 0.976

Dieta alta en

o L 2.562 0.443 0.476

lipidos

Restriccion® 0.289 0.402 <0.001

! Comparado con la dieta estandar 2 Comparado con los animales con libre acceso a alimento

durante la gestacion (leptina = 1.74+ 0.00074 peso corporal + 2.08 RNL + 3.05 R/AL - 0.028NR/AL,

p R/NL 0.003y R/AL <0.0001).
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DISCUSION

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la restriccion durante el
desarrollo intrauterino junto con el aporte elevado de lipidos después del destete sobre el
metabolismo de los lipidos y el desarrollo de obesidad en la rata. Nuestros resultados
muestran que la restriccion de alimento durante la gestacion esta relacionada con un
mayor peso y contenido de grasa corporal en la edad adulta en la rata; este efecto puede
verse amplificado si el animal recibe una dieta alta en energia, con elevado contenido de
lipidos. La desnutricién fetal como un modelo de programacién temprana, se relacion6
también con alteraciones en el metabolismo del organismo asociada con la elevacién de
hormonas y de algunos indicadores bioquimicos de la obesidad como la leptina, la insulina,
la glucosa y los triacilgliceroles. El aumento en la acumulacién de lipidos corporales por
efecto de la restriccion gestacional y la dieta postdestete estuvo asociado con la mayor
actividad de la lipoproteina lipasa tanto en musculo como en tejido adiposo.

Diversos estudios han mostrado que las modificaciones provocadas por la
programacion temprana se manifiestan cuando se presenta un estimulo externo el cual
desencadena una serie de alteraciones en la homeostasis corporal, provocando el
desarrollo de diversas enfermedades endocrinas y/o metabdlicas 1o, s6 66, 132, 167 Nuestros
resultados estdn de acuerdo con estas observaciones debido a que demostramos que la
ingesta de una dieta alta en lipidos como estimulo externo ambiental amplifica los efectos
del modelo de programacion temprana por desnutricion,g, incrementando el peso corporal,
la adiposidad, las alteraciones en los metabolitos plasméaticos y la actividad de la
lipoproteina lipasa en musculo y tejido adiposo y disminuyendo la oxidacion de los lipidos
de la dieta. El resultado de todos estos cambios en el metabolismo condujo al desarrollo de

obesidad en las ratas.
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El grado de retardo en el crecimiento fetal observado en nuestros animales,
ocasionado por la restriccion en la cantidad de alimento a la rata madre solamente durante
el periodo de gestacion puede compararse con los resultados mostrados con otros
modelos experimentales en ratas 144, 244, 245, 267 El efecto de la restriccion intrauterina
provocé la disminucién en el peso y talla de las crias, sin embargo no se afectd el nimero
de embriones implantados o la sobrevida de estos ya que el nUmero de crias por camada
no fue diferente entre los grupos. Las crias del grupo restringido mostraron una aceleracion
en su velocidad de crecimiento durante la etapa de lactancia, sin embargo, aun después
de este esfuerzo, el tamafo de las crias restringidas permanecié por debajo de las crias
control hasta el destete; estos datos coinciden con resultados publicados por otros grupos
de investigacion 101, 102, 247-

Después del destete, la velocidad de crecimiento de las crias restringidas durante la
gestacién continué siendo mayor que la del grupo control, logrando que al dia 63 de edad,
el peso corporal de las ratas de los dos grupos se igualara. Sin embargo, al dia 80 de
edad las ratas restringidas durante su gestacion fueron mas grandes que las del grupo
control. Esta diferencia puede atribuirse al aumento en los depdsitos adiposos en el cuerpo
de los animales del grupo restringido ya que el porcentaje de grasa fue 40% mayor en el
grupo restringido en comparacion con el grupo control.

Los estudios publicados han mostrado que al variar las condiciones experimentales
de programacion intrauterina principalmente modificando la duracion y tipo de exposicion,
se pueden tener diferentes efectos sobre la diferenciacion celular y el desarrollo de los
tejidos de las ratas 11, 102, 130, 247. Nuestros resultados mostraron que la restriccién durante
las dltimas dos semanas de gestacion es suficiente para desencadenar cambios en el

metabolismo de los animales que los conduzcan al desarrollo de obesidad.
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Estudios previos 130 246 han demostrado que las ratas desnutridas durante la
gestaciobn consumen significativamente mas alimento como una consecuencia de la
desnutricién fetal. En nuestro estudio, las ratas restringidas a pesar de haber desarrollado
un mayor peso corporal y una mayor adiposidad, no desarrollan hiperfagia. El consumo
energético por dia entre los grupos experimentales fue similar, lo que puede indicar que las
ratas restringidas utilizan mas eficientemente la energia ingerida o gastan menos energia
para el mantenimiento de su gasto energético basal y de su actividad fisica. Algunos datos
en la literatura indican que los animales desnutridos durante la gestacion son mas
eficientes en el uso de energia para la ganancia de peso que las ratas con un libre acceso
de alimento durante la gestacion 101, 102, 104- Al respecto se ha propuesto que la preferencia
en el almacenamiento de energia sobre el uso de los combustibles es el resultado de una
memoria celular como resultado de la desnutricibn durante la gestacion, cuyo objetivo
principal es almacenar energia en preparacion para futuras privaciones alimenticias 11, 13,
167-

Aunque otros autoresisz, 246 Mmuestran que las dietas hipercaléricas estimulan la
hiperfagia, nuestros resultados muestran que las ratas a las que se les proporcioné una
dieta alta en lipidos con una elevada densidad energética regulan su consumo energético y
no desarrollan hiperfagia. Otros trabajos han encontrado lo mismo en estudios con

diferente concentracion de lipidos en la dieta,;, 76.

En relacién a la hiperfagia reportada por Jones;o,, este utilizd6 una dieta stock
durante los primeros 140 dias de vida, la cual era rica en carbohidratos, y la hiperfagia
presentada en las ratas adultas se produjo cuando se cambié a una dieta hiperlipidica en
la edad adulta. Este aumento en la cantidad de comida ingerida puede estar relacionado
por el simple cambio de sabor del alimento, En nuestro modelo las ratas consumieron una

dieta hiperlipidica a partir del destete (dia 21 de edad) y hasta los 80 dias de edad, por lo
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que nunca tuvieron el estimulo de cambio de sabor, y se enfocaron en el consumo diario

requerido.

Las ratas restringidas durante su gestacion mostraron un mayor tamafio en los
depdsitos de tejido adiposo del epididimo y en la region retroperitoneal, cuando se
comparan con el grupo de ratas no restringidas. Este deposito mayor de lipidos en el tejido
adiposo puede ser consecuencia de una mayor captacion de los lipidos circulantes
asociado a una mayor actividad de la lipoproteina lipasa en este tejido. El aumento en la
actividad de la enzima puede ser una consecuencia directa de la programacion temprana.
Estudios de otros grupos aportan resultados que no concuerdan con los nuestros,
Jones;p, encontr6 en un modelo similar al nuestro, que la desnutricion intrauterina
provocaba un aumento en el peso corporal como consecuencia de un aumento en el
consumo energético, sin que se encontraran diferencias en la actividad de la LPL en
ningun tejido de las ratas estudiadas, ni siquiera en los grupos de animales a los que se les
ofrecié una dieta alta en lipidos. Diferencias en el disefio del modelo de programacion
entre los dos estudios puede ser la causa de la contradiccion de los resultados antes
mencionada. A pesar de que la restriccién de alimento durante la gestacion utilizada por
Jones sea del 50%, igual que en nuestro estudio , el comienzo de la restriccion se llevo a
cabo a diferentes tiempos,; Jones restringié durante los primeros 14 dias de gestacion, en
los cuales se lleva a cabo la mitosis y la implantacién del blastocisto y el desarrollo de
diversas estructuras precursoras de sistemas corporales; mientras que en nuestro modelo,
la restriccion se realiz6 durante los Ultimos 14 dias de gestacion, permitiendo la
implantaciéon y aumentando la tasa de natalidad ,43. Estos resultados sugieren que la Ultima
semana se gestacién puede ser el momento del marcado (imprinting) de la enzima en los

diversos tejidos en los que se encuentra presentegs.
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Por otro lado, estudios en humanos han mostrado que la actividad de la
lipoproteina lipasa es mayor en el tejido adiposo de los individuos obesos comparadas con
individuos sin obesidad, y que esta mayor actividad se mantiene alin cuando los individuos
obesos disminuyan su peso0;os, 109-

La lipoproteina lipasa es una enzima que se localiza en diversos tejidos, incluyendo
el masculo y el tejido adiposo; y asi como otras proteinas sintetizadas en mas de un tejido,
los procesos moleculares que conducen a la regulacion tejido-especifica de la LPL no
estdn completamente entendidos. La expresion y la actividad de la enzima dependen del
estado metabolico del tejido y de los estados fisiologicos del organismo, con cambios
reciprocos en la utilizacién de los &acidos grasos de acuerdo a las demandas metabdlicas.
Los cambios en la expresion de la LPL estan mediados predominantemente a través de la
accion de hormonas, como la insulina, glucocorticoides y adrenalinaeo, 67, 121, 160, 242- El
control de la expresién de la lipoproteina lipasa puede ocurrir a nivel transcripcional
mediante factores en cis y en trans y a nivel post-transcripcional, a través de un gran
numero de pasos, los cuales incluyen la estabilidad del mRNA, la traduccion, la
degradaciéon de la proteina, el procesamiento, la secrecién, la translocacion a su sitio de
accion y la inhibicién competitiva por productos 3.

Nuestros resultados sugieren que el aumento en la actividad de la LPL en los dos
tejidos estudiados (tejido adiposo y musculo) no se debe a una mayor tasa de transcripcion
debido a que los niveles del mRNA de la LPL no fueron diferentes entre los grupos en
ninguno de los tejidos estudiados. Estos resultados nos sugieren que la regulacion de la

enzima se esta llevando a cabo a nivel post-trancripcional, como lo han propuesto varios

autoressg, eo, 62, 108, 161,191, 193, 194, 214-
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Nuestros hallazgos pueden ser el resultado de adaptaciones en el metabolismo
energético que pueden contribuir a un aumento de los materiales metabdlicos de depdsito
como las acumulaciones de grasa en el tejido adiposo incrementando la adiposidad y el
peso corporalg; o;. Esto se refleja por un aumento en el contenido de grasa en la carcasa y
en el peso del tejido adiposo tanto epididimal como retroperitoneal, como un resultado del
efecto de programacién temprana. El incremento en el peso del tejido adiposo puede ser
consecuencia de la hiperinsulinemia desarrollada en estas ratas junto con el aumento en la
concentracién de leptina circulante, la cual como se observd en los resultados es
independiente del aumento de la adiposidad. Las posibles adaptaciones en el metabolismo
energético pueden reflejarse por las concentraciones elevadas en la glucosa y

triacilgliceroles, como se ha reportado en relacion al desarrollo de obesidadys.
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CONCLUSIONES

La restriccion durante la gestacion conduce al aumento en el porcentaje de grasa
corporal en la edad adulta ocasionado por una mayor captacion y depésito de los lipidos
de la dieta en los tejidos, aun sin cambios aparentes en la ingesta total de energia.

El aumento en el consumo de lipidos potencia el efecto de la restriccion de alimento
durante la gestacion sobre el desarrollo de la obesidad en la rata.

Las ratas restringidas durante la gestacion presentan mayores concentraciones
séricas de insulina, leptina, glucosa vy triacilgliceroles como resultado del desarrollo de
obesidad.

El aumento en la captacion de lipidos por los tejidos en los animales obesos esta
relacionado con un aumento en la actividad enzimatica de la LPL. La regulacion de la

enzima en este modelo no se llevo a cabo a través de un mecanismo transcripcional.
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PERSPECTIVAS

De todo lo anterior es necesario estudiar los mecanismos moleculares a traves de
los cuales la programacion temprana provoca el desarrollo de un fenotipo ahorrador. Seria
importante conocer si la programacion temprana modifica los patrones epigenéticos que de
este modo podrian heredarse a las siguientes generaciones y explicar, en parte, el
aumento a nivel mundial de una serie de enfermedades cronico degenerativas, dentro de
las cuales se encuentra la obesidad como un problema de salud publica.

Ademas seria importante encontrar los mecanismos reguladores de la lipoproteina
lipasa de forma natural, y saber a que nivel la programaciéon temprana esta actuando.
Conocer, en este modelo, a que nivel se regula la lipoproteina lipasa: traduccién, post-
traduccion, activacion o trancitosis a su sitio de accién. Y por ultimo es necesario saber si
la actividad de la lipoproteina lipasa es un factor preponderante en el desarrollo y

mantenimiento de la obesidad.
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