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1. RESUMEN

En la actualidad México enfrenta una transicion epidemiolégica (ENSANUT, 2012),
en la que convergen simultaneamente la desnutricion, el sobrepeso y la obesidad.
La situacién nutricional actual es fruto de la deficiente alimentacion que ha
prevalecido por muchas generaciones en nuestro pais. La desnutricidon cronica
afecta a 1.5 millones de nifios menores de cinco afios y de acuerdo con la
ENSANUT 2012, en todo México 2.8% de los menores de cinco afios de edad
presentan bajo peso, 13.6% muestran baja talla y 1.6% desnutricibn aguda
(emaciacién). Las consecuencias de la desnutricion son anemia, un aumento en
alergias, una disminucion en las capacidades de aprendizaje y a largo plazo mayor

susceptibilidad a padecer enfermedades metabdlicas.

Las causas inmediatas de la desnutricion son la inadecuada ingesta alimentaria y
las enfermedades, las cuales estdn determinadas por factores tales como
insuficientes servicios de salud o ambientes no saludables, acceso limitado a los
alimentos en el hogar y cuidados deficientes de los nifios y sus madres. En
general, estos factores se encuentran relacionados con la inequidad en la

distribucion de los recursos en la sociedad.

En este estudio se disefié y se analizo el efecto de una suplementacion, basada
en acidos grasos poliinsaturados omega-3 (n-3) LC-PUFA, acido fdlico, zinc, hierro
y selenio sobre la progenie de ratas Wistar en restriccion dietaria al 50%, que
representa un estado de desnutricion cronico como el que viven las personas de

bajos recursos.

Para ello se evalu6 el efecto de la suplementaciéon en el dia 28 postnatal en la
progenie de ratas Wistar comparando a los cuatro diferentes grupos estudiados:
Dieta Control (C, N=4), Dieta Control con Suplementacién (C+S, N=4), Restriccion
dietaria al 50% (50%R, N=4) y Restriccion dietaria al 50%R con Suplementacién
(50%R+S, N=4). En el dia 28 postnatal de las crias se pesaron los 6rganos, se

midi0 la concentracion de glucosa, colesterol, triglicéridos, proteinas totales,
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albumina, insulina y capacidad antioxidante, y se cuantifico la expresion de AMPK

y mTOR en higado y musculo.

En el dia 21 de lactancia, las madres sometidas a una dieta de restriccion y que
fueron suplementadas, tuvieron una menor concentracién de insulina y una mayor
capacidad antioxidante que evita la respuesta inflamatoria en el organismo como
consecuencia del estrés oxidativo y que permitid que la concentracion de albumina

se mantuviera elevada a pesar del estado de desnutricion.

Por otro lado, los efectos de la suplementacion sobre las crias del grupo 50%R+S
en el dia 28 postnatal fueron una menor concentracion de insulina y una menor
expresion de mTOR en el higado, esto ultimo, sugiere una priorizacion de vias
catabdlicas para la generacion de energia. Estos primeros resultados podrian ser
clave para la disminucion de la probabilidad del desarrollo de enfermedades
cronicas metabdlicas en la vida adulta como consecuencia de la programacion

fetal derivado de la desnutricion de la madre.

El disefio del suplemento propuesto en este trabajo es un primer acercamiento
ante una posible solucion de bajo costo y facil acceso para las mujeres en
situacion de vulnerabilidad, durante el embarazo y la lactancia, para reducir el
mayor numero de efectos negativos sobre la progenie, desarrollados en un

ambiente intrauterino carente nutricionalmente.
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2. ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO
2.1 Desnutricion
2.1.1 Definicién

La desnutricion se define como una situacion de desbalance entre el aporte de
energia y/o nutrimentos y los requerimientos metabdlicos del organismo para
asegurar su crecimiento, mantenimiento y funcionamiento (de Onis & Bldssner,
2003). Cuando un individuo se encuentra en estado de desnutricién, sus
capacidades fisiolégicas como el crecimiento, la recuperacion de una enfermedad,
el aprendizaje, el trabajo fisico, el embarazo y lactancia en mujeres, entre otras, ya
no se pueden mantener (UNICEF, 2006). Lo anterior se traduce en la alteracion
progresiva de las diversas funciones a nivel celular. Esto comienza afectando el
depdsito de nutrimentos y posteriormente la reproduccion, el crecimiento, la
capacidad de respuesta al estrés, el metabolismo energético y los mecanismos de

comunicacion y regulacion intra e intercelular (Calzada, 1998).

Bajo condiciones normales de nutricion, la glucosa, un monosacarido proveniente
de los hidratos de carbono presentes en la dieta, es degradada a la molécula
energética de ATP para realizar las funciones celulares del organismo. Durante las
primeras horas de una restriccion dietaria en un individuo, la energia es producida
por el metabolismo a partir del glucégeno almacenado en el higado. Cuando estas
reservas se han agotado, la oxidacion de lipidos otorga energia a los tejidos
vitales (cerebro y corazén). Una vez que el tejido adiposo se ha sacrificado para
mantener la energia, el siguiente proceso de produccion energética es a través de
las reservas proteinicas. La alanina es un aminoacido que circula libremente; no
obstante, una vez que se ha utilizado por completo, ahora este debe ser obtenido
del musculo estriado por reacciones de catabolismo para su liberacién. Durante
este proceso la masa muscular disminuye y los niveles de urea (secundarios a la
liberacién de otros aminoacidos) incrementan hasta que se agota por completo la
reserva corporal de aminoacidos (Emery, 2005). Para este momento, el individuo

también ha manifestado cambios antropométricos como la pérdida inicial de peso
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y estancamiento de la talla (en el caso de los nifios). Con lo que respecta a las
alteraciones fisioldgicas, hay pérdida de la capacidad de lenguaje, capacidad
motora y finalmente funcional, a expensas de la falla cardiaca y neuroldgica, que

conllevan finalmente a la muerte (Marquez-Gonzalez et al., 2012) (ver Figura 1).

- [—

= T; D Talla Cardiovascular

Z% [ e— Hewvliglcn
Tk

Antropometria

WVia
metabalica

Carbohidratos - Tiempa

Figura 1 Alteraciones metabdlicas, antropométricas Yy fisiolégicas a lo largo del tiempo en un

estado de desnutriciéon. Modificado de (Marquez-Gonzalez et al., 2012)

2.1.2 Clasificacion

En la actualidad existen diversas clasificaciones que permiten describir el grado de
desnutricibn que presenta un individuo. Es comun encontrar que la mayoria de
ellas han sido disefiadas para designar el estado nutricional en las etapas
tempranas de la vida, como la infancia. Esto se debe a que la identificacién de la
desnutricién durante este periodo es critico para el desarrollo humano, al producir

consecuencias graves a largo plazo y en algunos casos, de forma permanente.

El Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF) clasifica a la

desnutricion de la siguiente manera:

a) Desnutricion aguda: Se presenta cuando hay una deficiencia de peso
respecto a la talla (P/T), conocida como emaciacion. Se observa como una

delgadez extrema que resulta de una pérdida de peso asociada con
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periodos recientes de hambruna o enfermedad, que se desarrolla muy
rapidamente y es limitada en el tiempo.

b) Desnutricién cronica: Se presenta cuando la talla es baja respecto a la edad
(T/E), conocido como desmedro. Se asocia normalmente a situaciones de
pobreza, con consecuencias para el aprendizaje y desemperio.

c) Desnutricion global: Se presenta como una deficiencia de peso respecto a
la edad, conocida como insuficiencia ponderal. El indice esta compuesto de
los anteriores (P/T x T/E= P/E).

Sin embargo, la OMS ha establecido un sistema de clasificacion que utiliza curvas
de crecimiento. En ellas se evalua el desarrollo del nifio, considerando los

siguientes indicadores en conjunto:

e longitud ¢ talla para la edad
e peso para la edad
e peso para la longitud 6 talla

e IMC (indice de masa corporal) para la edad

La desnutricion puede clasificarse por este método, al comparar la talla o peso a
una edad y sexo especificos contra la distribucién de peso o talla de una poblacion
de referencia sana de la misma edad y sexo. Dentro de la distribucion de la
poblacidon de referencia, se obtiene la mediana y se calculan las puntuaciones Z,
éstas ultimas se definen como la diferencia en el peso o talla de un nifio con la
mediana a esa edad y sexo de la poblacion de referencia dividida entre la
desviacion estandar de la poblacion de referencia (Caulfield, 2006) (ver Tabla 1).

Por lo tanto, la desnutricién en nifios puede clasificarse de la siguiente manera:

a) Desnutricibn moderada: Se presenta cuando el peso para la edad se
encuentra entre 2 y 3 puntuaciones Z por debajo de la mediana (rango
normal) de los patrones de crecimiento infantil (ver Tabla 1).

b) Desnutriciébn grave: Se presenta cuando el peso es muy bajo para la talla
por lo que se encuentra inferior a -3 puntuaciones Z de la mediana (rango

normal) (ver Tabla 1).
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Figura 2 Evaluacién del desarrollo de un nifio a partir del sistema de puntuacion Z de peso para la

edad en nifios de 6 meses a 2 afios de edad.

Tabla 1. Sistema de clasificacion del estado de nutricién infantil de acuerdo a la

OMS.

Puntuaciones

Indicadores de crecimiento

Z Longitud ¢ talla | Peso para | Peso para la longitud 6 IMC para la edad
para la edad la edad talla
Por encima ver Nota 1 Obeso Obeso
de 3
Pordegtz:lma ver Nota 2 Sobrepeso Sobrepeso
Por encima Posible riesgo de Posible riesgo de sobrepeso (ver
del sobrepeso (ver Nota 3) Nota 3)
0 (mediana)
Por debajo de
-1
Por debajo de | Baja talla (ver . . .
2 Nota 4) Bajo peso Emaciado Emaciado
Por debajo de Baja talla Bajo peso Severamente .
severa (ver . Severamente Emaciado
-3 Nota 4) severo Emaciado

*Los espacios sombreados se encuentran en el rango normal.

Notas:

1. Un nifio en este rango es muy alto. Una estatura alta en raras ocasiones es un problema, a menos que sea un caso

extremo que indique la presencia de desérdenes endécrinos como un tumor productor de hormona de crecimiento.
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2. Un nifio cuyo peso para la edad cae en este rango, puede tener un problema de crecimiento, pero esto puede evaluarse

mejor con peso para la longitud/talla o IMC para la edad.

3. Un punto marcado por encima de 1 muestra un posible riesgo.Una tendencia hacia la linea de puntuacion Z 2 muestra un

riesgo definitivo.

4. Es posible que un nifio con baja talla o baja talla severa desarrolle sobrepeso.

(OMS, 2009)

2.1.3 Diagnostico

El estado nutrimental de un individuo puede ser evaluado mediante el uso de uno

o0 mas de los siguientes métodos directos:

Evaluacion dietética: emplea un diario de alimentacion y/o entrevista para

conocer la cantidad de alimentos consumidos habitualmente (Zacarias, 2007).

Evaluacion antropomeétrica: emplea la medicion de las dimensiones fisicas.
Las mediciones antropométricas que se han validado para el estudio del
estado nutrimental son: peso, talla o estatura, perimetro cefélico,
circunferencia de la parte media del brazo, grosor de los pliegues cutaneos
tricipital, bicipital, subescapular y suprailiaco. Si se cuenta con los datos de
peso, edad, sexo y talla se puede conocer el estado de nutricion en los nifios
por medio del uso de indicadores como el de peso para la talla P/T, talla para
la edad T/E y peso para la edad P/E (OMS, 1995). En México se cuenta con
la Norma Oficial Mexicana NOM-008-SSA2-1993. Control de la Nutricion,
crecimiento y Desarrollo del nifio y del adolescente, que cuenta con criterios
de valoracion del estado de nutricion para estas etapas de la vida. Respecto
al diagnostico de la desnutricién en adultos, éste resulta mas sencillo al no
tener que considerar el crecimiento. Por ello, la OMS sugiere el uso del indice
de masa corporal (IMC). Sin embargo, un estudio reciente realizado por la
Sociedad Europea de Nutricion Clinica y Metabolismo (ESPEN) sugiere hacer
uso de la combinacion de los siguientes criterios en una persona adulta (Ver
Tabla 2).
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Tabla 2. Comparacion de los métodos para el diagnostico de un

estado de desnutricién en adultos.

Método indice Célculo
Método de - o [
diaanéstico Indice de Masa Corporal (IMC) T gxa I_fT'|

gno IMC<18.5 kg/m? T Tana? |me
tradicional
Peso
Pérdida de peso (no intencional) > 10% )
durante un periodo indefinido o >5% durante
Método d los Ultimos 3 meses
'eo,o'e indice de Masa Corporal (IMC) m Ir
diagnéstico 2 . . N, Mesa T
ESPEN IMC<20 kg/m* si tiene una edad <70 afios iMc Tonaf |mE
IMC<22 kg/m?si tiene una edad >70 afios
indice de Masa Libre de Grasa (IMLG) PALE mrsd Hbre de griasa pesd
IMLG<15 kg/m? en muijeres a todind

IMLG<17 kg/m® en hombres

e Evaluacién de la composicion corporal: emplea métodos que varian en

precision y que son capaces de describir la composicién corporal a diversos

niveles estructurales: atébmico, molecular, celular y los tejidos (ver Tabla 3).

Los métodos mas utilizados son:

Métodos indirectos: emplea medidas antropométricas para describir
la masa corporal y grado de obesidad. Algunos ejemplos son el
indice de Masa Corporal (IMC), la medicion de la circunferencia
abdominal, pliegues cutaneos e impedancia bioléctrica (BIA).
Métodos directos: emplea el analisis de la composicion corporal a
nivel atdbmico (porcentajes de calcio, sodio, potasio, nitrdgeno, etc.).
Algunos ejemplos son el Analisis por Activacion de Neutrones (AAN),
la Dilucién Isotépica con D,O y Conteo Corporal Total.

Métodos de referencia: emplea la medicion y analisis de una
propiedad del cuerpo, como la densidad, o describe la cantidad y
distribucion de hueso, musculo y tejido adiposo. Algunos ejemplos
son la Absorciometria Dual fotonica de rayos X (DXA), Imagenes de
Resonancia Magnética (MRI) o tomografia computarizada de rayos
X.

(Duren et al., 2008)
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Tabla 3. Técnicas de valoracion de la composicion corporal.

Grasay masa libre

de grasa

Grasa, masa libre de

grasa, agua

corporal

Grasa, masa libre
de grasa, masa

Osea

Agua corporal,
grasa, proteinay

mineral 6seo

Antropometria
Metabolitos
musculares
Densitometria

Potasio corporal

Dilucion isotdpica
con D,O
Impedancia

bioeléctrica

Absorciometria
Dual fotonica de
rayos X (DXA)
Tomografia

computarizada

Andlisis por
Activacion de
Neutrones (AAN)

total de Rayos X.
Ultrasonido ¢ Imagenes de
Resonancia

Magnética (MRI)

Evaluacion bioquimica: emplea el analisis de los niveles del sustrato o
metabolito en sangre, su excrecion urinaria o las alteraciones en actividades
enzimaticas para ofrecer un diagndéstico nutricional. Los indicadores
bioquimicos mas utilizados para el analisis nutricional son: albumina,
prealbumina, recuento de linfocitos y neutrofilos, entre otros (Figueroa, 2015).
Evaluacion clinica: se basa en el historial clinico, la exploracion fisica y el
interrogatorio asociado a las alteraciones en la nutriciobn. Durante la
exploracion fisica para la determinacion del estado nutrimental es importante
observar el cabello, boca, ufias, ojos, piel, glandula tiroide y crecimiento

epifisario del paciente (Cederholm et al., 2017).

2.1.4 Epidemiologia

En México 1.5 millones (13.6%) de nifilos menores de 5 afios padecen desnutricion

cronica (baja talla para la edad) y es mas prevalente en las regiones rurales del
sur (ENSANUT 2012) (Gutierrez et al., 2012). En este sentido, de acuerdo a las
estimaciones del CONEVAL en 2012, una cuarta parte de la poblacion (23.3%)

sufria carencia por acceso a la alimentacion debido a que en la mayoria de los

19




casos la seleccion de los alimentos se ve condicionada por las circunstancias
econdémicas y el costo de los alimentos. Asi mismo, en el afio 2014, dio a conocer
que hubieron 2 millones mas de pobres que en 2012. Si bien, en general se
redujeron las carencias por calidad de vivienda, rezago educativo, acceso a
servicios de salud y acceso a la seguridad social, la carencia por acceso a la
alimentacion aumento: para el 2014 habian en México 600 mil personas mas en
estado de carencia alimentaria. Sorprendentemente, no sélo son los mexicanos
mas pobres los que se vieron afectados por carencia alimentaria, sino los hogares
de clase media baja. El indicador de carencia alimentaria considera a hogares
valorados en los Ultimos tres meses, condicionados por circunstancias de dinero y

recursos que:

Tuvieron una alimentacion basada en muy poca variedad de alimentos.
e Dejaron de desayunar, comer o cenar.

e Comieron menos de lo que piensa debia comer.

e Se quedaron sin comida.

e Sintieron hambre pero no comieron.

e Comieron una vez al dia o dejaron de comer todo un dia.

Por otro lado, en ese mismo afio, el INEGI a través de su Encuesta de Ingresos y
Gastos de los Hogares (ENIGH) encontré que la ingestion promedio diaria de
calorias y proteinas por unidad de consumo, en los diferentes grupos de hogares,
tiene una relacion directa con el ingreso de estos. Es asi que en los hogares de
menor ingreso, que constituyen el 10% de la poblacion, se cubre solo el 66% de
las calorias y el 60% de las proteinas diarias que se requieren, a pesar de que el

56% de sus ingresos son destinados a la alimentacion.

Pese a esto, en la actualidad México enfrenta una transicion epidemiol6gica
(ENSANUT, 2012), en la que convergen simultaneamente la desnutricion, el
sobrepeso y la obesidad. En el pasado, se pensaba que la obesidad sdlo era un
problema en poblaciones con ingresos elevados y abundante ingesta de energia,
sin embargo, ahora es frecuentemente asociada con paises de bajo ingreso per

capita e inseguridad alimentaria que sufren desmedro (Velasquez-Melendez et al.,
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2011). La coexistencia entre un bajo peso al nacer/desmedro y la obesidad en
poblaciones pobres se ha descrito en estudios realizados en Asia, China, Africa, y
sobretodo, Latinoamérica (Kalhan & Prentice, 2009). La situacion nutrimental
actual es fruto de la deficiente alimentacion que ha prevalecido por muchas
generaciones en nuestro pais. Un rapido incremento de la prevalencia de
sobrepeso y obesidad trajo como consecuencia que nuestro pais ocupe el primer
lugar a nivel mundial en obesidad infantil, y el segundo en obesidad en adultos,
precedido soOlo por los Estados Unidos. Datos de la Encuesta Nacional de
Nutricion (ENSANUT) 2012 indican que uno de cada tres adolescentes de entre 12
y 19 afios presenta sobrepeso u obesidad a nivel nacional. Para los escolares (5 a
11 afios), la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad ascendié en un
promedio del 34.4%. A largo plazo, la obesidad favorece la aparicion de
enfermedades tales como diabetes, infartos, altas concentraciones de colesterol o
insuficiencia renal, entre otros. A su vez, la diabetes trae como consecuencia la
apariciéon de complicaciones, que representan gastos de inversibn muy elevados

para el sector salud.
2.2 Programacion en el desarrollo fetal y sus efectos sobre la progenie
2.2.1 Nutricion Materna durante el embarazo y la lactancia

El embarazo representa un reto para el organismo. Es un estado dinamico y
anabdlico en el que se presentan ajustes continuos que afectan el metabolismo de
los nutrimentos. Estos ajustes metabdlicos, ademas de los cambios fisiol6gicos y
anatomicos progresivos que sufre la madre, ayudan al crecimiento y desarrollo
fetal mientras se mantiene la homeostasis de la madre y la preparan para la
lactancia. Los cambios fisiolégicos durante las etapas de embarazo y lactancia

gue se han estudiado hasta ahora son:

e El incremento en el volumen de la sangre y plasma, la masa de las globulos
rojos, el conteo de globulos blancos y la produccion de plaguetas durante el

embarazo.
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e El aumento en el tamafio y peso de los rifones debido al incremento en su
vasculatura y el volumen intersticial.

e Las adaptaciones fisioldgicas y anatémicas en el sistema respiratorio para
asegurar un adecuado suministro de oxigeno al feto.

e El incremento en los niveles de progesterona que provocan una reduccion
en el tono intestinal y su motilidad. La disminucion de la motilidad intestinal
permite un incremento en la absorcion de nutrimentos.

e El aumento en los requerimientos de energia. En promedio se deben
consumir 200 y 500 kcal/dia adicionales durante el embarazo y la lactancia,
respectivamente. El gasto energético y la preferencia en el uso de hidratos
de carbono se incrementa para ayudar al crecimiento fetal y a la sintesis de
leche.

e El aumento del almacenamiento de grasa hasta el término del segundo
trimestre. Posteriormente disminuye hasta el término de la gestacion como
resultado de su movilizacion para colaborar con el rapido crecimiento del
feto. Los niveles de lipidos en el plasma de la sangre y las lipoproteinas
también aumentan, sin embargo, tras 8 semanas de haber dado a luz, los

niveles de triglicéridos regresan a su estado inicial.
(Moya et al., 2014)

La nutricion materna juega un papel critico en el crecimiento y desarrollo fetal. Los
nutrimentos ayudan a mantener la salud de la madre y del feto en desarrollo a lo
largo de la gestacion a través de procesos de comunicacion entre la madre, la

placenta y el feto.

Las vitaminas y nutrimentos inorganicos, se clasifican como micronutrimentos al
requerirse en cantidades traza y no aportar energia al organismo. Sin embargo, su
actividad metabdlica, que incluye la sefalizaciébn celular, la proliferacion,
diferenciacion y apoptosis que regulan el crecimiento de los tejidos, su funcion y
homeostasis, son fundamentales desde las etapas tempranas porque permiten al
feto desarrollarse y madurar en un neonato sano. Por otro lado, los hidraos de

carbono, proteinas, lipidos y agua se clasifican como macronutrimentos al
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requerirse en grandes cantidades (en un rango de gramos). Estos proveen de

energia al organismo para el crecimiento, la reparacion y desarrollo de nuevos

tejidos, la direccion de los impulsos nerviosos y la regulacion de los procesos de la
vida (OMS, 2006).

Los micronutrimentos que se consideran de mayor importancia para un normal

desarrollo embrionario, fetal y la primera etapa de la vida durante el embarazo y la

lactancia son:

a) Vitamina B9 (Acido fdlico): participa en la biosintesis de DNA y RNA, la

b)

metilacion de homocisteina a metionina y el metabolismo de los
aminoacidos. Ademas, se ha visto que disminuye el riesgo a padecer
defectos del tubo neural (DTN) y otros defectos congénitos, que se
producen durante la embriogénesis temprana, si se administra durante un
periodo anterior a la concepciéon (Procter & Campbell, 2017). Mediante el
andlisis de estudios epidemiologicos se pudo asociar este defecto con
dietas pobres por parte de las madres, por lo que posteriormente se
demostré que la ingesta de un suplemento de 400 ug/dia de acido félico,
disminuia la incidencia de DTN en el producto respecto al grupo sin
suplemento (Laurence, James, Miller, Tennant, & Campbell, 1981).

Zinc: participa en funciones metabdlicas que incluyen la sintesis de
proteina, division celular y el metabolismo de los &cidos nucléicos (Shils et
al., 2006). Estudios en diversos modelos animales asociaron la deficiencia
severa de zinc con un aumento en la muerte del feto debido a abortos
espontaneos o anomalias congénitas (King, 2000). También se observo
gue la deficiencia de zinc durante el embarazo provoca efectos a largo
plazo en el crecimiento, inmunidad y estado metabdlico de la progenie. Por
otro lado, una suplementacion de 15 mg/dia de zinc durante el embarazo se
ha relacionado con un incremento de peso al nacer y una disminucion en
las complicaciones perinatales (McArdle, Andersen, Jones, & Gambling,
2017).
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c)

d)

Selenio: participa como cofactor en enzimas antioxidantes, la glutatién
peroxidasa, la tiorredoxina reductasa y la selenoproteina-P (Rayman,
2017). Ademas, se ha visto que el selenio es esencial para la produccion de
hormonas activas tiroideas y para la funcion normal de la tiroides (Beckett &
Arthur, 2005). Las concentraciones de selenio y de la gutation peroxidasa
caen durante el embarazo por lo que se ha recomendado una ingesta de 60
pg/dia (Board, 2002).

Hierro: participa en diversos procesos enzimaticos esenciales para la
transferencia de oxigeno a los tejidos. La deficiencia de hierro causa
anemia, un padecimiento comun alrededor de mundo que afecta al 50% de
las mujeres en edad fértil en paises en vias de desarrollo (Stevens et al.,
2013). Su ingesta inadecuada durante el embarazo aunado al incremento
en la demanda de éste, expone a las madres a un riesgo mayor de sufrir
una deficiencia de hierro. A su vez, esto afecta el crecimiento y desarrollo
del feto y puede provocar un parto prematuro y hemorragias post parto en
la madre, asi como un bajo peso al nacer en el producto (Allen, 2000).
Ademas, de acuerdo a algunos estudios, la ingesta inadecuada de hierro
durante el embarazo estd asociada con un incremento en la probabilidad de
aparicién de problemas cardiovasculares de la progenie durante la etapa
adulta (Alwan et al., 2015). Por lo anterior, se ha recomendado una ingesta
de 27 mg/dia de hierro durante el embarazo (Board, 2002).

Acido Docosahexaenoico (DHA): es un é&cido graso polinsaturado que se
encuentra en el cerebro y los bastones de la retina y que por tanto, es
esencial para el desarrollo del feto durante el embarazo. El DHA juega un
papel importante en el neurodesarrollo psicomotor desde los primero meses
de vida por lo que es suministrado en grandes cantidades a través de la
leche materna (no se puede obtener de la leche de vaca) (Innis & Friesen,
2008). Sin embargo, aun y cuando el cuerpo humano cuenta con las
enzimas necesarias para la via de la sintesis de DHA a partir de su
precursor metabolico acido a-linolénico, la cantidad sintetizada se considera

insuficiente para mantener los niveles adecuados en los tejidos, ya que es
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el acido graso omega-3 con la cadena de carbono mas larga y con mayor
grado de insaturaciones. Por lo anterior, se recomienda ingerir 200 mg/dia
de DHA para un embarazo y lactancia sanos (Board, 2002).

El mantener una ingesta adecuada y balanceada en la alimentacién continta
siendo la mejor accion para cubrir con los requerimientos diarios en
micronutrimentos, sin embargo, en la mayoria de los casos representa un reto por
lo dificil o costoso que puede llegar a ser. Una estrategia que ha resultado efectiva
ante esta situacion ha sido el uso de la suplementacién dietaria como medida de

prevencion ante los problemas congénitos.

La desnutricion durante el embarazo eleva la mortalidad y morbilidad materna e
infantil. Si una mujer la padece durante el embarazo, el crecimiento en talla y peso
del feto disminuye y se incrementa la probabilidad de que nazca con bajo peso,
situacién que incrementa el riesgo de morbilidad, mortalidad infantil y desnutricién
a lo largo de su vida; y entre mujeres eleva la probabilidad de reproducir el
fendbmeno en la siguiente generacion. Por lo tanto, conocer e invertir para proteger
el crecimiento fetal y el de los primeros afios de vida no sélo mejora el estado
nutricion en niflos y madres, sino que es central para la prevencién de la mala
nutricion durante la vida y en futuras generaciones, e indispensable para el

desarrollo del capital humano.
2.2.2 Programacion fetal

Recientemente, diversas investigaciones cientificas tanto en humanos como en
modelos animales, han demostrado que el estado de salud de una persona esta
intimamente relacionada con la calidad de vida desde las primeras etapas de la
vida (Haugen, Schug, Collman, & Heindel, 2015). El fenotipo de un individuo no
esta determinado exclusivamente por la informacion genética que ha heredado de
sus padres, sino que ademas es determinado por la interaccion gen-ambiente. Un
factor critico para la supervivencia del feto y su salud es el abastecimiento de
nutrimentos y oxigeno a traves de la madre. La habilidad de la madre para proveer

de nutrimentos al bebé depende de su estado nutrimental, tamafio corporal,
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composicion corporal y metabolismo, que a su vez ya han sido establecidos a lo
largo de su vida. Cualquier anormalidad en el ambiente intrauterino puede ser
perjudicial para el crecimiento fetal. Un déficit en la cantidad de nutrimentos que
requiere el feto, como en el caso de la malnutricibn materna o un defecto en la
funcidbn de la placenta, puede provocar la desnutricion en el feto (Haram,
Sgfteland, & Bukowski, 2013).

La nutricibn materna podria actuar como una prediccion ante el ambiente
nutrimental al que se enfrentarqd el feto después de su nacimiento. El feto
responde y se adapta a la prediccion utilizando estrategias que maximicen la
probabilidad de su supervivencia postnatal. La respuesta inmediata ante la
desnutricion es el consumo catabdlico de los sustratos que proveen de energia
(Wu, Bazer, Cudd, Meininger, & Spencer, 2004). Si la desnutricion se prolonga el
feto hard cambios en la velocidad del metabolismo y alterard la produccion de
hormonas y la sensibilidad de los tejidos hacia ellas. Un ejemplo de ello es cuando
una madre presenta una restriccion dietaria, las concentraciones de insulina, IGF-
1 y glucosa disminuyen en el feto provocando una reduccion en la transferencia de
aminoéacidos y glucosa a través de la placenta, que disminuye la velocidad en su
crecimiento (Murphy, Smith, Giles, & Clifton, 2006). Se cree que la programaciéon
metabdlica ocurre también cuando el feto se prepara de forma anticipada para
almacenar nutrimentos ante un posible ambiente decadente postnatal (Lakshmy,
2013). La redistribucion del flujo sanguineo en el feto también ocurre para proteger
a los organos clave, en especial el cerebro, a expensas de otros tejidos como el
masculo, los rifiones y el pancreas. La disminuciébn en el requerimiento de
sustratos y la velocidad metabdlica disminuyen el crecimiento fetal y originan un

bajo peso al nacer en el producto.

A su vez, al ser modificado el crecimiento del feto por un ambiente intrauterino
suboptimo, se predispone al individuo al desarrollo de enfermedades crénicas en
la vida adulta. David Barker (1986) encontré una asociacion entre el bajo peso en
el nacimiento, como consecuencia de una restriccion dietaria, con el riesgo a

padecer hipertension (D. J. Barker, Bull, Osmond, & Simmonds, 1990) y
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enfermedades cardiovasculares (D. J. P. Barker et al., 1993) en el adulto. Estos
hallazgos fueron el inicio de varios estudios epidemiol6gicos encaminados a
identificar la relacion que existe entre el bajo peso del producto en su nacimiento
con otros padecimientos en la etapa adulta como enfermedades renales (Vikse,
Irgens, Leivestad, Hallan, & Iversen, 2008), Diabetes Tipo 2 (Harder, Rodekamp,
Schellong, Dudenhausen, & Plagemann, 2007), enfermedades cerebrovasculares,
obesidad, dislipidemias e intolerancia a la glucosa (Armitage, Khan, Taylor,
Nathanielsz, & Poston, 2004).

Este fendbmeno podria comprenderse a partir de la hipdtesis conocida como the
developmental origins of health and disease (los origenes del desarrollo de la
salud y la enfermedad) (Heindel & Vandenberg, 2015) que explica que la salud
esta programada desde etapas tempranas del desarrollo como resultado de la
experiencia pre y postnatal, afectando profunda e irreversiblemente las
caracteristicas fisiolégicas y metabdlicas del adulto. Durante el desarrollo fetal,
existen periodos criticos donde los 6rganos son méas vulnerables a los retos
ambientales como la disminucion o abundancia del aporte nutricional y la

oxigenacion.

Posteriormente, se introdujo la hipotesis del fenotipo ahorrador (Hales & Barker,
2013) en la que se explica que en situaciones de nutricion sub optima en el utero
durante el embarazo, el feto realiza adaptaciones predictivas en estructura,
metabolismo y fisiologia que le permiten economizar los requerimientos
nutrimentales. El feto metabdlicamente programado presenta modificaciones
permanentes en la estructura y fisiologia de 6rganos, y en la expresion de genes
involucrados en su propio metabolismo. Asi, el fenotipo del adulto seria la suma de
los factores genéticos, la influencia del ambiente fetal y postnatal. Tal es el caso
de la asociacion entre la mala nutricion de la madre durante el embarazo y la
presencia de diabetes tipo 2 de su progenie, que refleja un deterioro en el
desarrollo del pancreas endocrino durante periodos criticos del desarrollo

temprano del feto al desencadenarse una serie de adaptaciones fisiologicas y
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metabdlicas que priorizan la entrega de energia a drganos vitales como el cerebro

a expensas del desarrollo de los demas érganos (Georgieff, 2007).

Como resultado, el feto sufrira, por ejemplo, una disminucion progresiva de la
masa de las células beta, anormalidades en la vasculatura y una alteracién en la

funcién del pancreas (Portha, Chavey, & Movassat, 2011).

Estos cambios en el desarrollo confieren ventaja para sobrevivir en el caso de que
continte la restriccion nutrimental durante la vida postnatal. Sin embargo, el
conflicto mayor surge si el alimento es abundante (sobreaporte energético)
después del nacimiento y sobrepasa el rango de adaptacién predictiva, ya que la
cria. con el fenotipo ahorrador puede acumular grasa incrementando la
predisposicion al desarrollo de obesidad, diabetes, y otras enfermedades
metabdlicas como resultado de la alteracion del metabolismo (Gluckman &
Hanson, 2017). Es asi como se ha probado, por ejemplo, que aun y cuando se
controle el indice de Masa Corporal (IMC) en las etapas posteriores al nacimiento,
el riesgo de padecer Diabetes Tipo 2 sera elevado entre los adultos, ya que un
desarrollo fetal decadente en nutrimentos confiere riesgos mayores a largo plazo
por arriba de cualquier otra influencia ambiental durante este periodo (Davey,
2002).

Por ello, los paises que presentan un alto indice de casos de bajo peso al nacer
en nifos, experimentan una transicion nutrimental a largo plazo, al ser propensos
a la doble carga de desnutricion y sobre nutricion, que representan gastos de

inversion muy elevados para el sector salud.
2.2.3 Efecto transgeneracional de la restriccion dietaria

Una de las caracteristicas mas significativas de la programacion del desarrollo
fetal es la evidencia de la herencia transgeneracional como consecuencia de las
condiciones adversas que un individuo vivio en el ambiente intrauterino. Un efecto
transgeneracional es definido como aquel que persiste por lo menos hasta la
generacion F2, tras un estimulo en la generacion FO (Pembrey, Saffery, Bygren, &

Epidemiology, 2014).
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Para obtener el fenotipo transgeneracional es necesaria la exposicion directa a la
condicién negativa durante la vida fetal y/o neonatal, de tal forma que el fenotipo
fisiolégico de alguna enfermedad puede ser transmitido a través de la linea
germinal sin que las generaciones subsecuentes hayan estado directamente en

contacto con el factor toxico o adverso (Heard & Martienssen, 2014).

Los efectos de la programacion a través de las generaciones han sido
comprobados en diversos estudios con modelos animales. La alimentacion de
ratas con una dieta restringida en proteina durante la gestacion, no sélo provoca
un incremento en la presion sanguinea y la disfuncion endotelial en la generacion
F1, sino también en la F2 (Torrens, Poston, & Hanson, 2008). Asi mismo, puede
conducir a la resistencia a la insulina en adultos machos y hembras de la camada
F2 (Pinheiro, Salvucci, Aguila, & Mandarim-de-Lacerda, 2008). Ademas, existe
evidencia que sugiere que el metabolismo de la glucosa en la generacion F3
también se ve afectado por el estado de desnutricion en el que se encontraba FO
(Benyshek, Johnston, & Martin, 2006). En ratones, se ha visto que la desnutricion
de la madre produce un bajo peso al nacer, intolerancia a la glucosa y obesidad en
las generaciones F1 y F2 dependientes del sexo de las crias (Josep C Jimenez-
Chillaron et al., 2009).

Los efectos transgeneracionales también se han visto en humanos. Tal es el caso
de lo que sucedi6é antes de la liberacion definitiva de Holanda, al término de la
Segunda Guerra mundial, cuando el ejército aleman cercé el oeste del pais
impidiendo el libre transito de viveres y combustible durante el periodo conocido
como el invierno hambriento holandés. En consecuencia, la poblacién civil que
habitaba las principales ciudades sufri6 hambruna aguda durante ocho meses,
desde septiembre de 1944 hasta mayo de 1945. El consumo de calorias
disminuy6 en mas de un 50 por ciento con respecto al usual, y se estima que mas
de 19 mil personas fallecieron directa o indirectamente a causa de la escasez de
alimentos. Afilos mas tarde se observé ademas que los efectos de la desnutricidon
se extendieron para los hijos de las mujeres que se encontraban embarazadas

durante ese episodio histérico. Entre las consecuencias se encontraron: un bajo
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peso al nacer y alteraciones en la tolerancia a la glucosa que los hacia propensos
a desarrollar Diabetes Tipo 2 y obesidad en la edad adulta en comparacién con
aquellos que habian sido gestados después del periodo de hambruna (Wang et
al., 2017).

Mientras que multiples mecanismos relacionan el desequilibrio nutricional en
etapas tempranas de la vida con la transmision transgeneracional de los fenotipos
metabdlicos, los mecanismos epigenéticos han comenzado a ganar atencion. La
epigenética incluye cualquier proceso que altera la actividad de los genes sin
alterar la secuencia del ADN, y que induce a modificaciones que pueden ser
transmitidas a las células hijas (Wu & Morris, 2001). Las alteraciones en la
nutricion durante el desarrollo, pueden alterar los marcadores epigenéticos, como
la metilacion del DNA o las modificaciones de histonas (Burdge et al., 2007; Ke et
al., 2006). A su vez, los marcadores epigenéticos son estables y pueden ser
heredados a través de las células soméaticas durante la mitosis o en las células
germinales durante la meiosis (Chong et al., 2007). Por tanto, la herencia
nutricional podria inducirse a través de modificaciones epigenéticas en la meiosis

contribuyendo asi a los efectos transgeracionales.

Desde el punto de vista econdmico, este fendbmeno podria estar impidiendo el
progreso en los paises en vias de desarrollo al disminuir la habilidad intelectual y
la productividad de los individuos provenientes de un ambiente fetal decadente en
nutrientes. Esta decadencia, conduce a una mala preparacion escolar y bajo
rendimiento, que resulta en menos afios de escolaridad, productividad reducida y
en algunos casos, la procreacion temprana. Por tanto, los estragos de la

desnutricién se vuelven a presentar en la siguiente generacion.
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2.3 Genes relacionados con el metabolismo energético

Un problema fundamental en la biologia celular es el comprender como las células
coordinan su crecimiento de acuerdo a la disponibilidad de nutrientes. Las células
han desarrollado mecanismos muy eficientes para sensar el estado de los
nutrientes y ajustar su funcionamiento de tal forma que puedan mantener su
crecimiento o enfrentarse al estrés. Estudios extensos han revelado que la
proteina cinasa AMP-activated Kinase (AMPK) actia como un sensor de la
energia celular para promover las vias catabdlicas que producen ATP, mientras
inhibe las vias anabdlicas que lo consumen. En contraste, el complejo 1 de la
proteina mammalian Target Of Rapamycin (mMTORC1) estimula los procesos
anabdlicos, como la sintesis de proteinas y lipidos. Es asi como AMPK y mTORC1
regulan el metabolismo y crecimiento celular a través de la fosforilacion de un
amplio espectro de proteinas blanco, particularmente aquellas involucradas en el
proceso de sintesis de proteinas, biogénesis mitocondrial, metabolismo de glucosa
y lipidos y autofagia (ver Figura 2).
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Figura 3 Vias de sefializacion celular de AMPK y mTOR en respuesta al estado de los nutrimentos

(Yuan, Xiong, & Guan, 2013).
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2.3.1 AMPK

La proteina cinasa AMPK (AMP-activated protein kinase), es un complejo activado
por el incremento en la relacion AMP/ATP durante periodos de alta demanda de
energia que promueven el consumo de ATP (B. B. Kahn, Alquier, Carling, &
Hardie, 2017). La enzima AMPK es activada con la finalidad de iniciar rutas
metabdlicas, que permitan reponer el ATP consumido. Por un lado, estimula la
oxidacion de acidos grasos y la internalizacién de glucosa, mientras que inhibe la
sintesis de proteina, &cidos grasos, glucdgeno y colesterol (Viollet, Athea, et al.,
2009) (ver Figura 3).

Estrés melabdlico
Hipoxia, ejercicio, isquemia, deprivacion de ghicosa,
loxicos melabalicos (arsénico, antimicina A, azida, oligomicing)

v
T Aupate
¥

LKB1-cinasa AMPK ) PP2C
calkk” L AMPK-P

l ANABOLISMO CATABGLISMDT
¥ '

Sinlesis de ac. grasos  Caplura y oxidacion

Gaslo de inlesis de colesteral de Acidos grasos Produccian
ATP Glxegnengénesis Gluyclisis de ATP

Figura 4 Mecanismo de regulacion de AMPK. Modificado de (Frederich, O'Rourke, Furey, & Jost,
2009)

En la mayoria de las especies, AMPK se encuentra como un heterotrimero
constituido por las subunidades cataliticas (a) y las subunidades reguladoras (3
y Y) (Hardie, Carling, & Gamblin, 2017).

En condiciones de baja energia, AMP puede interaccionar directamente con la
subunidad regulatoria y de AMPK, provocando en ella un cambio conformacional
para promover su fosforilacion y protegerla de una defosforilacion, que asegura su

activacion. Posteriormente, AMPK es activada por medio de la fosforilacion del
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residuo Thr'’? de la subunidad a a través de la cinasa LKB1 (Hawley et al., 2003;
Woods et al., 2017) o la cinasa dependiente de Ca?*, CAMKK2 (Hawley et al.,
2017).

Funcion de AMPK en el higado

El higado es un 6rgano metabdlicamente activo donde se sintetizan: proteinas,
lipidos y colesterol y se almacena la glucosa en forma de glucégeno. Ademas es
capaz de aportar glucosa a la circulacion a través de la glucogendlisis o
gluconeogénesis para mantener una concentracion adecuada de glucosa en
sangre. Estos procesos dependen del estado de ayuno o posprandrio del

organismo.

Durante el ayuno, ocurren modificaciones metabodlicas para mantener la
homeostasis de energia y de glucosa sanguinea. Al disminuir los niveles de ATP
en el ayuno, la enzima AMPK se activa como consecuencia de la demanda de
energia. Al activarse AMPK en el higado, se inactivan vias anabdlicas por medio
de la fosforilacion de algunas enzimas clave. La HMG-CoA reductasa (HMGCOoAr)
es fosforilada en el residuo de Ser®”? para inhibir la sintesis de colesterol (Viollet,
Guigas, et al., 2009), mientras que la fosforilacién en el residuo de Ser” de la
Acetil-CoA carboxilasa (ACC), inhibe la sintesis de acidos grasos, por medio de
una disminucién en la concentracion de malonil-CoA. De manera indirecta, al
inactivar la ACC se activa la carnitina palmitoiltransferasa | (CPT1) que promueve

la oxidacion de &cidos grasos (Carlson & Winder, 1999) (ver Tabla 4).

Asimismo, AMPK inactiva la cinasa del factor de elongacion-2 (eEF2) por medio
de una fosforilacién en el residuo de Thr®®, que resulta en la inhibicion de la
sintesis de proteinas (Browne, Finn, & Proud, 2004). También se disminuye la
expresion de genes de enzimas involucradas en la gluconeogénesis
(fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), glucosa-6-fosfatasa) y la lipogénesis
(sintasa de acidos grasos, FAS) (Marsin et al., 2017). Entre los factores de
transcripcion que se ven disminuidos en el higado se encuentran la proteina de

union a los elementos de respuesta a esteroles (SREBP-1c), la proteina de unién
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al elemento de unién a hidratos de carbono (ChREBP) (Kawaguchi, Osatomi,
Yamashita, Kabashima, & Uyeda, 2002) y el factor hepatico nuclear (HNF4-a)
(Hong, Varanasi, Yang, & Leff, 2003). En la etapa postprandial, la entrada de
glucosa a las células permite que las reservas de glucdégeno hepatico sean
reestablecidas y que el exceso de hidratos de carbono de la dieta sea convertido a
triglicéridos, teniendo asi un almacén de energia a largo plazo. Durante este
proceso, AMPK se inactiva y los procesos de las vias anabdlicas se reestablecen.
Se incrementa la sintesis de acidos grasos a través de la activacion de la ACC e
inactivacion de la malonil-CoA descarboxilasa (MCD) y aumenta la sintesis de

colesterol y de proteinas (Assifi et al., 2005).

Tabla 4. Proteinas blanco de AMPK en higado (Cant6é & Auwerx, 2010).

Proteina blanco Propiedades enzimaticas Efecto biol6gico
ACC1 | actividad | Lipogénesis
ACC2 | actividad 1 Oxidacion

eEF2 cinasa 1 actividad | Sintesis de proteinas
GPAT | actividad |Sintesis de triglicéridos
HMG-CoAr | actividad | Sintesis de colesterol
MCD 1 actividad | Malonil-CoA
PFK-2/FBPase-2 Efectos cineticos i
disminuidos
mTOR | actividad |Sintesis de proteinas
TSC2 1 actividad | Sintesis de proteinas

2.3.2mTOR

MTOR es una proteina cinasa que funciona como un regulador clave en el
crecimiento celular y metabolismo en respuesta a un estimulo hormonal o
nutricional (Stanfel, Shamieh, Kaeberlein, & Kennedy, 2009). En contraste con
AMPK, mTOR depende de la presencia de nutrientes como proteinas y glucosa y
factores de crecimiento, para su activacion. mTOR se encuentra en dos complejos
multiproteicos funcional y estructuralmente diferentes: mTORC1 y mTORC2. El
complejo mTORC1, que es sensible a la rapamicina, se constituye por GBL y

raptor, mientras que mTORC2 por GBL, mSin y rictor.
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En comparcion con mTORC2, la regulacion arriba y abajo de mTORC1 es mejor
conocida. mMTORC1 es activado por la insulina y otros factores de crecimiento a
través de la via de sefalizacion PI(3)K/Akt (Laplante & Sabatini, 2012). También
puede ser activado por los nutrimentos del medio, como los aminoéacidos; e
inhibida por AMPK, a través de la fosforilacion de TSC2 y raptor. En respuesta a
las sefiales de crecimiento, se cree que mMTORC1 promueve la traduccion de RNA
mensajero (MRNA) y la sintesis de proteina a través de su interaccién con las
proteinas cinasas S6K y el factor eucariético de iniciacion de la traduccion 4E-
BP1. mTORC1 también promueve la sintesis de lipidos, reprime la degradacion
por la via de la autofagia y regula el metabolismo de la glucosa y la funcion
mitocondrial por el factor de transcripcion HIF-1a y el coactivador transcripcional
PGC-1a (Johnson, Rabinovitch, & Kaeberlein, 2013). Por lo anterior, mTORC1
funge como un nexo regulador clave, modulando los procesos anabdlicos frente a
los procesos catabdlicos en respuesta a los nutrientes, sefiales de crecimiento y

estado de energia celular.

Funcion de mTOR en higado

El higado juega un papel central en el control de la homeostasis de la glucosa y
lipidos en respuesta al ayuno y el postpandrio. mMTORCL1 controla la produccién
hepética de los cuerpos cetdnicos que los tejidos periféricos utilizan como fuente
de energia durante el ayuno (Sengupta, Peterson, Laplante, Oh, & Sabatini, 2010).
MTORCL1 controla la actividad de PPAR-a, un regulador transcripcional clave de
los genes que codifican para la cetogénesis, a través de la acumulacién de la
proteina NcoR1. Ademas de su funcion en el control hepético en respuesta al
ayuno, mTORC1 también promueve el anabolismo durante el periodo
postpandrial, a través de la lipogénesis hepatica por medio de la regulacién de la
proteina SREBP1c (Li, Brown, & Goldstein, 2010).
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3. JUSTIFICACION

Las etapas de gestacion y lactancia son fundamentales para el desarrollo fisico y

cognitivo en todas las especies animales.

La deficiencia alimentaria en etapas de gestacion y lactancia programan a los
individuos y los hacen més susceptibles al desarrollo de enfermedades complejas

en la vida adulta.

No se conocen los efectos de una suplementacion compuesta por
micronutrimentos indispensables para las etapas de gestacion y lactancia,

administrada a un modelo animal con restriccion alimentaria al 50%.
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4. HIPOTESIS

La suplementacion con micronutrimentos y omega 3 (n-3) LC PUFA administrada
a las ratas Wistar, durante la gestacion y lactancia tiene un impacto positivo en su
progenie sobre los cambios bioquimicos, hormonales y de expresion génica de

AMPK y mTOR en higado provocados por una restriccion dietaria materna.
5. OBJETIVOS
Objetivo General

Evaluar el efecto de una suplementacion con micronutrimentos y omega 3 (n-3) LC
PUFA en la progenie de ratas Wistar sometidas a una restriccion dietaria materna

al 50% durante la gestacion y lactancia.
Objetivos particulares

* Evaluar el efecto de la suplementacién con micronutrimentos y omega 3 (n-3) LC
PUFA sobre los pardmetros somatométricos, bioquimicos y hormonales en el dia

28 postnatal en ratas gestadas en condiciones de restriccion dietaria materna.

+ Determinar en el dia 28 postnatal, el efecto de la suplementacién con
micronutrimentos y omega 3 (n-3) LC PUFA sobre la expresion de los genes
AMPK y mTOR asociados al metabolismo energético en ratas gestadas en

condiciones de restriccion dietaria materna.

* Analizar si los cambios en el patron de crecimiento, bioquimicos, hormonales y
de expresion génica son debidos al efecto de la suplementacion y son indicativos

de una mejora en el desarrollo de la progenie.
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6. METODOLOGIA
6.1 Grupos de estudio

Ratas Wistar machos y hembras (200 a 230 gr) (Envigo) fueron acondicionadas en
jaulas de policarbonato bajo condiciones de temperatura controlada (22 a 24°C),
ciclos de luz-oscuridad (12 h:12 h) y libre acceso a alimento (dieta Chow) y agua
por 2 semanas. Ratas hembra con un peso de 236 = 8 g fueron puestas a monta
con una rata macho en proporcion 3:1. El dia 1 de gestacion fue determinado por
la presencia de espermas en el frotis vaginal (Ver Figura 5, ANEXOS). Dieciséis
ratas hembra fueron alojadas individualmente y asignadas aleatoriamente segun
las dietas correspondientes: Dieta Control (C,N=4), Dieta Control con
Suplementacion (C+S,N=4), Restriccion dietaria al 50% (50%R,N=4) y Restriccion
dietaria al 50% con Suplementacion (50%R+S,N=4).

En el dia del nacimiento de las crias, las camadas se ajustaron a 8 (4 hembras y 4
machos) dando un total de 16 crias por grupo de dieta por sexo. Se registré el
peso de las ratas y crias diariamente y la talla de las crias cada tercer dia durante
28 dias.

6.2 Diseno de la dieta

La Restriccion dietaria al 50% se define como la limitacion en la ingesta energética
al 50% respecto a la ingesta del grupo C, procedente de la dieta Chow. La dieta
Chow es una dieta de mantenimiento o Control para animales de laboratorio, que

provee de una nutricion adecuada y completa.

La cantidad de alimento proporcionado a los grupos 50%R y 50%R+S fue
determinada a partir del célculo diario del alimento consumido por las ratas C,

durante las etapas de gestacién y lactancia (ver Tabla 5).
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Tabla 5. Alimentacion de las ratas durante los periodos de gestacion y lactancia

de acuerdo al grupo de dieta asignado.

» Lactancia
Dieta/Etapa Gestacion (g alimento)
(g alimento)
Dialy?2 Dia3ab5 Dia6a 21
C
N4 20 25 30 50
C+S
Na 20 25 30 50
50%R
N=4 10 12.5 15 25
50%R+S
N=4 10 12.5 15 25
Gestacion Lactancia Etapa postnatal
G GIIL L2 28
| Dieta Control (C) ]
[ Dieta Control con Suplemento (C+5) I Dieta Chow
| Dieta de Restriccisn al 50% (50%R) | o fibitum
[ Dieta de Restriccion al 50% con Suplemento (S0%R+S) ]

Figura 5 Dieta de ratas durante los periodos de gestacion y lactancia.

Se peso y se dio diariamente el alimento de acuerdo a la dieta asignada durante la
gestacion y lactancia de las madres. Del dia 21 al 28 postnatal las crias fueron

alimentadas con libre acceso de dieta Chow (ver Figura 4).
6.3 Disefio de la Suplementacion

Para este estudio se disefié un suplemento compuesto por acido félico, hierro,
selenio, zinc y acidos grasos omega 3 (n-3) (ver Tabla 6), de acuerdo a las tablas
de Ingesta Diaria Recomendada (IDR) para mujeres embarazadas publicadas por
el Instituto de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (2000) y el Food
and Nutrition Board de la Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos
(2002).
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Tabla 6. Formulacion utilizada para la suplementacion de ratas en gestacion y

lactancia.
Ingesta Diaria Formula de la
NULT| Recomendada en una suplementacién en ratas
utrimento i .
mujer Wistar
) (mg) (H9)
Acido Fdlico 0.4 1.5
Zinc 15 57.5
Hierro 27 103.5
Selenio 0.06 0.23
DHA 200 766.7

Se administré la suplementacion por via oral diariamente a las madres durante la

gestacion y lactancia hasta el dia 21 postnatal.
6.4 Eutanasia de madres y crias

En el dia 21 postnatal la madre fue separada de las crias, puesta en ayuno de 12
horas y anestesiada con pentobarbital sodico para su posterior sacrificio,
recoleccion de sangre por puncién cardiaca y diseccion de o6rganos (higado,
pancreas, rifiones y cerebro) (ver Figura 6). En el dia 28 postnatal las crias fueron

puestas en ayuno de 8 horas y anestesiadas con pentobarbital sddico.
6.5 Andlisis de composicion corporal y densitometria 6sea

Se realiz6 un andlisis de densidad 6sea y composicion corporal (Densitometro
0seo de rayos X basado en enCORE, Lunar, GE Healthcare, UK) a las crias (ver
Figura 6, ANEXOS). A partir de este estudio se evaluaron los siguientes

paradmetros:

e Densidad de Masa Osea (DMO) (g/cm?): es el CMO corregido utilizada
como medio de estandarizacion para disminuir el efecto de diferencias en el
tamafio 6seo entre individuos y facilitar la comparacion de un individuo con
una poblacién de referencia.

e Tejido (%): Grasa (%) + Magro (%)

e Grasa (%): es la cantidad de grasa visceral, perivisceral y subcutanea.
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e Magro (%): es la cantidad de tejido que constituye 6rganos y musculo.

e Cantidad de Masa Osea (CMO) (%): es la cantidad total de mineral
expresada en gramos en un segmento 6seo determinado.

e Grasa Libre (%): Magro (%) + CMO (%)

6.6 Pesado de 6rganos

Posterior al sacrificio, se hizo la diseccon de higado, riflones, pancreas y cerebro
de las crias. Se pesaron y fueron congelados con nitrégeno liquido para ser

posteriormente almacenados a - 70°C.
6.7 Parametros bioquimicos, hormonales y capacidad antioxidante

Se recolecto la sangre por puncién cardiaca de las ratas. El suero se separo de la
sangre total por centrifugacion a 3500 rpm por 10 minutos (Sorvall ST16R
Centrifuge, Thermo Scientific, EE.UU.). Los sueros de las madres fueron
analizados en el Hospital Juarez de México para el analisis de glucosa, colesterol,
triglicéridos, VLDL colesterol, proteinas totales y albumina. El analisis bioquimico
para el suero de las crias fue realizado en el laboratorio de Diabetes 202 (ver
Figura 6). Se determin6 la concentracion de colesterol después de una hidrélisis
enzimatica y oxidacion, utilizando un kit comercial Colestat enzimatico (Wiener
Laboratorios S.A.l.C., Rosario, Argentina). La determinacién de triglicéridos se
midi6é a partir de la hidrdlisis enzimatica con lipasas empleando el kit comercial TG
Color GPO/PAP AA (Wiener Laboratorios S.A.I.C, Rosario, Argentina). La
albumina se midié por método colorimétrico a partir de su reaccién con la forma
aniénica de la 3,3',5,5'-tetrabromo cresolsulfon ftaleina (BCG) empleando el kit
comercial de Albumina AA (Wiener Laboratorios S.A.l.C, Rosario Argentina). La
glucosa se midi6 por el método de la glucosa oxidasa con el kit de Glicemia
enzimatica AA (Wiener Laboratorios S.A.l.C, Rosario Argentina) mientras que la
concentracion de insulina en madres y crias se determind por ELISA (Alpco,
Windham, NH) (ver Figura 7, ANEXOS). A partir de los pardmetros de glucosa e
insulina se calculé el indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR) como se

muestra a continuacion:
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fnsuling {%LE} w lucosa {%}

HOWA I = 105

Por ultimo, se determiné la capacidad antioxidante tanto en el suero de las madres
como en el de las crias por el método de ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity), en el que los antioxidantes presentes donan un electron a los radicales

peroxilo que a su vez reaccionan con fluoresceina como sustrato.

6.8 Extraccion de RNA

Para la extracion de RNA de higado primero se maceraron 100 mg de tejido con
politrén (ver Figura 8, ANEXOS). Posteriormente se extrajo el RNA por el método
con Trizol (Rio DC et al., 2010).

Se cuantificO el RNA de cada muestra con Nanodrop 1000 (Thermofisher
Scientific, EE. UU.). Se juntaron en cantidades equimolares las muestras de RNA
pertenecientes a una misma camada, a un mismo sexo Y al tejido correspondiente
(pool). Por dltimo, se evalud la integridad del RNA de cada pool por electroforesis

en gel. Se realizo la lectura del gel a través de luz UV (ver Figura 8, ANEXOS).
6.9 qPCR

Para la sintesis de cDNA, a partir del RNA extraido de higado, se utilizé el Kit
SuperScript Double-Stranded cDNA Synthesis (Thermofisher Scientific, EE.UU.).
Posteriormente se cuantificO la expresion, a partir del método gPCR con
LightCycler 2.0 (ROCHE, Suiza) (ver Figura 9, ANEXOS), de los genes AMPK y
MTOR en el cDNA de higado, utilizando como gen de referencia al gen hPRT. La

expresion de mTOR en musculo, no alcanzoé la sensibilidad del equipo.

Para el célculo de la expresion génica relativa se utilizé el método de 27" (Rao,
Huang, Zhou, & Lin, 2013). Este método hace uso del valor CT (Cycle Threshold),
definido como el ciclo en el que los niveles de fluorescencia alcanzan un limite,
generado por el sistema del equipo de gPCR. A partir del valor CT la expresiéon

génica relativa es calculada en la Muestra Blanco (C+S, 50%R y 50%R+S) y en la
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de Referencia (C), utilizando un gen de referencia (hPRT) y el gen blanco que se

desea evaluar (AMPK y mTOR), como se muestra a continuacion:

AACT = ACT(muestra blanco)-ACT(muestra de referencia)

Donde:

= (CTD - CTB)—(CTC - CTA)

Muestra de Referencia
©

Muestra blanco
(c+s, 50%R, 50%R+S)

Gen de referencia
(hPRT)

A

B

Gen Blanco
(AMPK, mTOR)

C

D

6.10 Anédlisis Estadistico

Los datos se presentan como la mediaterror estandar (EE). El valor de N indica el

namero de madres (camadas evaluadas) 6 el numero de crias por camada en

cada medicion. Se utilizd el valor de la media de los datos de las crias de cada

camada para el analisis de los resultados.

Los efectos de la dieta entre los grupos, al dia 21 postnatal en las madres y al 28

postnatal en las crias, fueron determinados mediante la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis y la prueba post hoc de Dunns. Las diferencias se consideraron

significativas con un valor g = 0.05.

El programa estadistico empleado fue GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software,
Inc., California, SD, EE.UU.).
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Figura 6 Esquema general del trabajo experimental.
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7. RESULTADOS
7.1 Ratas madres

7.1.1 Peso (madres)

Durante los 23 dias de gestacion y los 21 dias posteriores al alumbramiento, que
corresponden al periodo de lactancia en las ratas, éstas mostraron un patrén
similar en el cambio de peso. Sin embargo, las ratas con restriccion tuvieron un
menor peso que las ratas Control. El peso de todos los grupos incrementd
gradualmente del dia 1 hasta el dia 16 de la gestacion; a partir de este punto y
hasta el dia 23, que corresponde al fin de la gestacion, se observé un rapido
aumento. A pesar de que todas las ratas Wistar fueron prefiadas presentando un
peso inicial de 236+8 g, la ganancia de éste a lo largo de la gestacién entre los

grupos evaluados no es el mismo, siendo los grupos 50%R y 50%R+S los de

menor ganancia respecto a C y C+S, aunque no de manera significativa.

-

= 48

== SR

= SRS

350+
300+
C 4 € ¢
250+
;
- .:. ae v IlI
::J::tIlull b
2004 3
150 r .
] 10 20

Tiempao (dias)

50

Grafico 1. Curva de crecimiento de Ratas Wistar sometidas a diversas dietas durante la gestacion y

lactancia.

a : Dhferencia significativa (p =0.05) entre C v 509K, b : Diferencia significativa (p =0.05) entre C y 50%R+5,

¢ : Diferencia significativa (p =0.05) entre C+5 v 50%B+S
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Cuando las crias nacieron, las madres de los grupos C y C+S comenzaron a
restablecer su peso en la lactancia, que finalmente llegé a ser mayor al del dia 1
de la gestacion. Las madres de los grupos de restriccion no lograron restablecer
su peso al final de la gestacion, lo que provoco que a partir de la lactancia se
observara un bajo peso con diferencia significativa frente a los grupos C y C+S

(ver Gréfico 1).
7.1.2 Andlisis Bioguimico (madres)

En el perfil bioquimico (ver Tabla 7), aunque no se observaron diferencias
significativas entre los cuatro grupos de dietas, existe una tendencia en la que los
grupos suplementados, C+S y 50%R+S, presentan concentraciones mas bajas de
glucosa (126+13 y 159+21 respectivamente) e insulina (0.3+0.1 y 1.5+0.8
respectivamente), que aquellos que no lo fueron C y 50%R (glucosa: 256163 y
232+20; insulina:1.3+0.9 y 2.9+2.1 respectivamente), ademas tuvieron un menor
indice HOMA-IR los grupos suplementados C+S y 50%R+S (0.27+0.11 y 0.80+0.28
respectivamente) que los grupos C y 50%R (0.43+0.24 y 1.38+0.09 respectivamente).

Tabla 7. Pruebas bioguimicas en el dia 21 de lactancia en ratas Wistar madres

sometidas a diferentes dietas.

_ . C C+S 50%R 50%R+S
Parametro bioquimico
N=4 N=4 N=4 N=4
Colesterol 63x 15 81+ 5 92+ 24 89+ 8
(mg/dL)
Triglicéridos 127+ 31 267+ 121 166+ 40 197+ 34
(mg/dL)
Proteinas totales 5.8£0.3 5.6+ 0.2 5.4+ 0.3 5.6£0.4
(g/dL)
Albumina 3.2+ 0.5 3.6+ 0.2 2.6+ 0.5 3.1+ 0.6
(g/dL)
Glucosa 256+ 63 126 + 13 232+ 20 159+ 21
(mg/dL)
Insulina 1.3+ 0.9 0.3£0.1 29+21 1.5+ 0.8
(ng/mL)
HOMA-IR 0.43+0.24 0.27+0.11 1.38+0.09 0.80+0.28
Capacidad Antioxidante 2849+ 230 3173+ 210 2744+ 383 | 3168+ 230
(umol eq Trolox/mL suero)
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Se observa también que la capacidad antioxidante tiende a ser mayor en los

grupos suplementados, C+S y 50%R+S.

El grupo de restriccibn 50%R muestra una tendencia a disminuir los niveles de

albumina y proteinas totales al compararlo con los demés grupos.

7.2 Progenie
7.2.1 Peso

En el dia 1 de nacimiento, todas las crias de los 4 grupos tuvieron un peso
semejante. Sin embargo, a partir del dia 5 postnatal el efecto de las dietas de
restriccion 50%R y 50%R+S de la madre, comenz0 a ser visible a través de la
tardia ganancia de peso de las crias respecto a los grupos control C y C+S. El
crecimiento en peso en las dietas control C y C+S se traduce en una mayor

ganancia de peso con el paso del tiempo comparado con los grupos en restriccion.

En hembras, las crias de los grupos control C y C+S practicamente tienen la
misma curva de crecimiento en peso a lo largo de los 28 dias (ver Grafico 2). En
cambio, en las dietas de restriccion, se observa que la curva de crecimiento en
peso del grupo 50%R+S es ligeramente menor que la de 50%R durante los 28
dias, sin embargo es solo en el dia 11 postnatal donde se observa una diferencia
significativa entre ellas (p=0.05).

En contraste, las crias macho del grupo control C+S muestran una curva de
crecimiento en peso ligeramente mayor a la de C a lo largo de los 28 dias (ver
Grafico 3). Ademas, al igual que en el caso de las hembras, en las dietas de
restriccion se observa que la curva de crecimiento del grupo 50%R+S tiende a ser

menor que la de 50%R durante los 28 dias.
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Grafico 2. Curva de crecimiento en peso hasta el dia 28 postnatal de las
crias hembra provenientes de madres sometidas a diversas digtas

In: Drifierencts sipgnificatva (p <0005} entro C y SIPGR. € @ Difiorencia signafcaiva (p =0.05) entre C y SO0GR+S,
o : Diforencia significativa {p <4105} ontne C+5 v 507K, ¢ @ Diforenci significativa (P =005 mire C#5 y
S0MGR=8, I Diferenciy stgnificativa (P =005 entre S0%H v S0GR4S
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Grafico 3. Curva de crecimiento en peso hasta el dia 28 postnatal de |las
crias macho provenientes de madres sometidas a diversas dietas

n : Diferencia significeena (p =0L05) enre C y C+5, b ; Dilerenca significamm (p =0.05) enive C y 30%H,
« ; Diferencin sigeificativa (p =008} enire T v 30%R45, d - Diferencin significama (P =005) eoore C45 v
50°R, e : Diferencia sigmificatovn (p ~0,08 ) eeire C+5 w 3PSR8, e - Diforencia significstia {f =0 05) entre
C+5 v 50%R 4+ 5, I Diferencin significativa [ P =0.035) entre 50%R v 50%R+5.
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En el dia 28 postnatal, las crias macho y hembra de los grupos C y C+S tuvieron
un crecimiento significativamente mayor en peso en comparacion con los grupos
50%R y 50%R+S (ver Graficos 4 y 5). No se encontrd diferencia significativa en

peso entre los grupos 50%R y 50%R+S.

G : ‘, f

Grifico 4. Paso de las crias hembra en el dia 28 postnatal
provenientes de madres sometidas a diversas dietas
br: Dhifiewemncis sagmilicativa | p =008} enwe © v SPGH, ¢ Diferencia significaiiva (p =00%) oo  y WPUHL-8,
of: [hiforoncia sigealicativa [ =008 ) eiee O 2 5 5 S0, & Difoomc significena (P =0005) onire =5 y 3PS

Grafico 5. Peso de as crlas macha en el dia 28 posinatal
provenientes de madres somelidas a diversas distas

b Dierewms simafosive (3 =00 enire Uy M0SHL €0 Difevemcia segrilicatrea |0 =00051 enire O S5 5

o Driferenci sigmiferive (3 =008 are O 5 v 30%R, e Difermncin siprificae (p —0.05 e (42 5
SRR A
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7.2.2 Composicion Corporal

De acuerdo al estudio de absorciometria con rayos X (DXA), en el dia 28 postnatal
se observa que entre los grupos restringidos su composicibn (masa magra Yy
grasa) es diferente aunque no de manera significativa (ver Tabla 8). El grupo
50%R tiende a presentar una mayor cantidad de masa magra en machos y
hembras (60£2.4% y 57+1.2% respectivamente) en comparacion con las del grupo
50%R+S (55+2.5% y 51+2.1% respectivamente). Por el contrario, el grupo
50%R+S mostré una mayor cantidad de grasa en crias macho y hembra (43+£1.0%
y 46+2.3% grupo 50%R (37+2.2% y 42+1.2%

respectivamente).

respectivamente) que el

Ademas, los grupos pertenecientes a las dietas de restriccion 50%R y 50%R+S,

tienden a presentar una menor cantidad de DMO que las del grupos control C.

Tabla 8. Composicion corporal al dia 28 postnatal de las crias macho y hembra

provenientes de madres sometidas a diferentes dietas.

Sexo Machos Hembras
, . C 50%R | 50%R+S C 50%R | 50%R+S
Parametro/Dieta| 5 N=3 N=3 N=3 N=3 N=3
DMO 0.080+0.003 | 0.062+0.001 | 0.060+0.006 | 0.068+0.002 | 0.064+0.003 | 0.058+0.004
(g/cm?)
Tejido 98+0.70 | 98+0.14 | 98+0.55 | 98+0.10 | 98+0.53 | 97+0.15
(%)
Grasa 402010 | 37+#2.2 | 43x1.0 | 41228 | 42412 | 46+2.3
(%)
Magro 58+0.60 | 60+2.4 | 55¢25 | 56+£3.9 | 57+1.2 | 51x2.1
(%)
CMO 2.240.05 | 2.0+0.07 | 2.0+0.15 | 2.2+0.0 | 2.3+0.07 | 2.420.25
(%)
Grasa libre 60+0.10 | 62+2.30 | 58+1.80 | 58+3.9 | 59+1.2 | 54+2.3
(%)
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7.2.3 Talla

El patron de crecimiento en talla que las crias presentaron en los diversos grupos
fue muy similar. En el dia 28 postnatal, las diferencias en talla se encontraron
entre los grupos C y 50%R en hembras y C+S y 50%R en machos (p=0.05) (ver

Graficos 6y 7).

i

Grafico 6. Talla de las crias hembra en el dia 28 postnatal
provenientes de madres sometidas a diversas dietas

b: Diferenca significativa (p ~0.05) entre C y S0°%6R

Grafico 7. Talla de las crias macho en el dia 28 postnatal
provenientes de madres sometidas a diversas dietas

d: Diferencia significativa (p =0.05) entre C+S y S0%R
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7.2.4 Organos

Para la evaluacion del efecto de la dieta y el suplemento sobre el tamafio de
algunos o6rganos clave (higado, rifiones, pancreas y cerebro), se calcul6 su
proporcién en peso (%) en relacion con el peso corporal de la cria. Es interesante

notar que el grupo 50%R+S la proporcion del cerebro de las crias hembra fue

significativamente mayor en comparacion con el grupo C+S (ver Tabla 9).

Tabla 9. Porcentaje del peso de los érganos al dia 28 postnatal de las crias

hembra provenientes de madres sometidas a diferentes dietas.

o C C+S 50%R 50%R+S
Relacion érgano-peso corporal
N=4 N=4 N=4 N=4

Higado 3.77+0.34 3.37+0.05 3.79+ 0.07 3.83+0.19

(%)
Rifén 0.95+0.05 0.82+0.07 1.06+0.07 1.07£0.02

(%)
Pancreas 0.48+0.06 0.47+0.03 0.54+0.03 0.45+0.03

(%)
Cerebro 2.05+0.12 1.84+0.06 ° 2.67+0.31 2.90+0.13 °

(%)

e. Diferencia significativa (a =0.05) de peso entre las crias de los grupos de dietas: C+S y 50%R+S.

Tabla 10. Porcentaje del peso de los érganos al dia 28 postnatal de las crias

macho provenientes de madres sometidas a diferentes dietas.

_ . C C+S 50%R 50%R+S
Relacién érgano-peso/Dieta
N=4 N=4 N=4 N=4

Higado 3.85+0.28 3.46+0.04 3.71+0.11 3.89+0.27

(%)
Rifi6n 0.96+0.06 0.89+0.02 1.00+0.08 1.08+0.036

(%)
Pancreas 0.49+0.05 0.44+0.01 0.49+0.07 0.43£0.02

(%)
Cerebro 2.1240.12 1.93+0.06 2.57+0.44 2.77+0.24

(%)
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7.2.5 Andlisis bioquimico

En el perfil bioquimico de las crias (ver Tabla 11 y 12) se observaron tendencias

en los parametros de glucosa e insulina.

La concentracion de insulina en machos y hembras es menor para los grupos
suplementados C+S y 50%R+S. A su vez, los grupos en restriccion dietaria 50%R
y 50%R+S, presentaron una menor concentracion de insulina que los grupos
control C y C+S. Es importante destacar que en los machos, el HOMA-IR tiende a
ser mayor y que cuando se suplementa hay una disminucion del 52.5%. Respecto
a la capacidad antioxidante, ésta no se vio modificada en los grupos con

suplemento, lo cual si se observo en las madres.

Tabla 11. Pruebas bioguimicas en el dia 28 postnatal de las crias macho

provenientes de madres sometidas a diferentes dietas.

_ ) _ C C+S 50%R 50%R+S
Parametro bioquimico/Dieta
N=4 N=4 N=4 N=4
Glucosa 160+34.6 176+27.7 145+36.6 161+33.3
(mg/dL)
Colesterol 86.1+7.91 89.1+10.4 83.3+7.86 78.8+6.21
(mg/dL)
Triglicéridos 201+48.2 192+22.8 219+66.8 2951103
(mg/dL)
Albamina 3.13+0.128 | 3.25+0.248 | 3.04+0.142 | 2.87+0.141
(g/dL)
Insulina 1.23£ 0.891 | 0.935+ 0.649 | 0.793+ 0.317 | 0.349+ 0.168
(ng/mL)
HOMA-IR 0.40+0.28 0.74+0.09 1.01+0.54 0.48+0.32
Capacidad Antioxidante 3117+ 66.8 2663+ 431 3108+ 121 2236+ 100
(umol eq Trolox/mL suero)
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Tabla 12. Pruebas bioguimicas en el dia 28 postnatal de las crias hembra

provenientes de madres sometidas a diferentes dietas.

Pardmetro bioquimico/Dieta C C+S S0%R S0%R+S
N=4 N=4 N=4 N=4
Glucosa 190+49.2 130+21.3 121+28.7 154+53.2
(mg/dL)
Colesterol 72.2+2.42 74.61+6.36 80.8+7.00 75.5£3.69
(mg/dL)
Triglicéridos 191+32.7 190+26.3 277+£76.6 316+£71.7
(mg/dL)
Albumina 3.20+0.147 3.24+0.147 3.14+0.140 2.86+0.147
(g/dL)
Insulina 1.23+£0.492 1.09+0.374 | 0.431+0.127 | 0.383+0.174
(ng/mL)
HOMA-IR 1.04+0.52 1.02+0.33 0.42+0.22 0.59+0.45
Capacidad Antioxidante 28831126 32914139 26421203 24441200
(umol eq Trolox/mL suero)

7.2.6 Expresion génica

En la evaluacién de la expresion génica en higado, los grupos suplementados
C+S y 50%R+S en crias macho y hembra, tienden a presentar una menor
expresion de AMPK comparado con el grupo C, aunque no de manera significativa
(ver Graficos 8 y 9). Es solo en el caso del grupo 50%R en hembras donde se
observa una expresion de AMPK significativamente mayor comparado con
50%R+S (2.81+0.74 y 0.66+1.12, respectivamente).

Por otro lado, la expresion relativa de mTOR en higado de los grupos C+S y
50%R+S en las crias hembra, tendié a ser cercana a 1, mientras que el grupo
50%R se sobreexpresé con un valor de 3.33+£0.55 (Ver Gréfico 10). En contraste,
la expresion de mTOR en el higado de las crias macho de los grupos C+S, 50%R
y 50%R+S (0.31+0.04, 0.83+0.19 y 0.52+0.13, respectivamente) fue menor que el
del grupo C.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

La desnutricion es un problema de salud que prevalece a nivel mundial. Hasta
ahora, se ha demostrado que los individuos gestados en un estado de desnutricion
sufren alteraciones a nivel fisioldégico y metabdlico para adaptarse a las carencias,
mismas que pueden conservarse por generaciones y que aumentan la
susceptibilidad a desarrollar enfermedades cronicas a largo plazo (Aiken &
Ozanne, 2014; Goodspeed et al., 2015).

En este estudio se disefid y se analizo el efecto de una suplementacion sobre la
progenie de ratas Wistar en restriccion dietaria al 50%. Este modelo de restriccion
representa un estado de desnutricién crénico como el que viven las personas en
situacion vulnerable, como los grupos indigenas, quienes por sus carencias
derivadas de la inequidad social, tienen una prevalencia tres veces mayor a la

desnutricion que la poblacion no indigena en México (Gonzalez et al., 2008).

Sabemos que la mejor solucion ante el problema de la desnutriciobn es una
alimentacion completa, equilibrada, inocua, suficiente, variada y adecuada (NOM
043-SSA2-2012, 2013). No obstante, la creacion del suplemento propuesto es un
primer acercamiento ante una posible solucidon de bajo costo y facil acceso para
las mujeres en situacion de vulnerabilidad, durante el embarazo y la lactancia,
para reducir el mayor nimero de efectos negativos, a nivel metabdlico, bioquimico

y genético, de un ambiente intrauterino carente nuticionalmente.
8.1 Efecto de la suplementacién durante la gestacién y la lactancia en ratas

La lactancia es la etapa que requiere un mayor consumo energético. De hecho, la
FAO recomienda que para mantener un buen estado nutricional, la mujer que lacta
debe elevar el consumo de alimentos a aproximadamente 500 kcal méas (FAO,
2002). Las ratas que representan al modelo de restriccion dietario (50%R y
50%R+S), tuvieron un menor peso solo durante la lactancia comparadas con los
grupos control (C y C+S), quienes cubrieron totalmente la demanda nutricional y
energética (ver Grafico 1). En condiciones normales, las ratas gestantes

comienzan a almacenar tejido adiposo que utilizaran para la produccion de
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calostro y leche (Stuebe & Rich-Edwards, 2009), sin embargo, las ratas
restringidas no lograron almacenar el tejido adiposo suficiente, produciendo leche
a expensas del mantenimiento de su peso. Nuestro modelo representa un estado
de desnutricibn crénico, mismo que ocasiona una pérdida de peso mas
pronunciada en la lactancia que en el periodo de gestacion (Brigham, Sakanashi,
& Rasmussen, 1992). Como se esperaba, el suplemento no produjo diferencia en
el peso entre grupos ya que no proporciona masa al estar compuesto por
micronutrimentos (Zinc, Selenio, DHA, Hierro y Acido Folico). Sin embargo, sus
componentes fueron elegidos ya que son fundamentales a nivel bioquimico,

metabdlico y genético para el funcionamiento del organismo (Lopez et al., 2010)..

En relacion al perfil bioquimico de la madres, se encontré6 que en los grupos
suplementados 50%R+S y C+S, la concentracién de glucosa e insulina en sangre
tendi6 a ser menor que en los grupos no suplementados 50%R y C,
respectivamente; efecto que podria atribuirse al suplemento (ver Tabla 7). La
concentracion mas alta de insulina fue la del grupo 50%R, que al mismo tiempo
mostré altos niveles de glucosa y un mayor HOMA-IR aunque no de manera
significativa, lo cual sugiere que la restriccion dietara aun en animales adultos

puede ocasionar un malfuncionamiento metabdlico.

En este contexto, las mujeres lactantes que viven en situacion de vulnerabilidad,
podrian presentar una resistencia a la insulina provocando a largo plazo una
disfuncién de las células beta, que finalmente lleva al organismo al desarrollo de
DT2 (S. E. Kahn, 2003). Con respecto a lo observado en el grupo 50%R+S en el
que hubo una menor concentracion de insulina y un menor valor en el indice
HOMA-IR que el grupo 50%R, Barman y Srinivasan (2016) proporcionaron por
primera vez evidencia de que el Zn, uno de los nutrimentos que componen la
suplementacion propuesta en el presente estudio, puede disminuir parcialmente la
hiperinsulinemia asociada a complicaciones metabdlicas. Aunque el mecanismo
aun no ha sido dilucidado, se ha comprobado que el Zn es un oligoelemento
esencial para la formacion de los cristales de insulina que se almacenan en los

granulos maduros (Karamali et al., 2017).
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Respecto al parametro de albumina, éste es utilizado como un indicador del
estado de nutricion de un individuo. Una menor concentracion de albumina en el
grupo de restriccion 50%R, refleja el bajo aporte proteinico en el que la madre se
encontraba, ya que el tiempo de vida media en sangre de esta proteina es de
aproximadamente 14 a 20 dias, por lo que se deduce que al menos 21 dias con
una pobre ingesta deberian ser necesarios para una disminucion significativa de
sus niveles (White et al.,, 2012). En el caso de nuestro modelo de restriccion,
fueron 44 dias y aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa, si hubo

una disminucién del 18.8% respecto al grupo C.

Por otro lado, los grupos suplementados 50%R+S y C+S, tendieron a presentar
una mayor concentracion de albumina, comparados con 50%R y C,
respectivamente. En relacién con este resultado, Don y Kaysen (2004) explican
que la hipoalbuminemia es el resultado de los efectos combinados de una
inadecuada ingesta caldrico-proteinico y una respuesta inflamatoria, esta ultima,

originada por estrés oxidante, que podria estar previniendo el suplemento.

Un estado de desnutricion disminuye la defensa antioxidante e incrementa la
produccion de especies oxidantes. Esto, conduce a un desequilibrio en el estado
redox del sistema, que resulta en estrés oxidante (Khare et al., 2014). Una elevada
capacidad antioxidante por parte de los grupos suplemetados C+S y 50%R+S,
podria estar disminuyendo los radicales libres peroxilo en plasma, generados por
el estrés oxidante asociado al estado de desnutricion en que se encontraban. En
relacion con este resultado, Ukperoro et al. (2010) reportaron que una
suplementacién con Zn y Se previno el estrés oxidante y la peroxidacion lipidica
en ratas. El Se es un elemento con un importante rol en las selenoproteinas
antioxidantes para la proteccion en contra del estrés oxidante inducido por el
exceso de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) y Especies reactivas de
nitrogeno (NOS) (Tinggi, 2008). Por otro lado, el Zn es un elemento antioxidante
por su accion en conjunto con la enzima antioxidante superoxidodismutasa
(Powell, 2000).

58



En este sentido, los componentes de nuestro suplemento podrian tener un efecto
protector sobre la aparicion de enfermedades metabdlicas, al disminuir la
respuesta inflamatoria, que causa entre otras condiciones, un dafo en el endotelio
vascular por la alteracion del mecanismo de produccion de 6xido nitrico, que esta
estrechamente relacionado con el padecimiento de enfermedades
cardiovasculares y DT2 (Hartge, Unger, & Kintscher, 2007)(Widmer & Lerman,
2014). Para observar estos efectos tal vez fuera necesario dar suplementacion por

mas tiempo.

En los parametros de colesterol y triglicéridos no encontramos cambios en los
grupos C+S y 50%R+S, aunque algunos acidos grasos como DHA tienden a
mejorar el perfil de lipidos a partir de un mecanismo en el cual, por un lado, la
lipogénesis en higado es disminuida, mientras que la beta oxidaciéon de los acidos
grasos y la actividad de la apolipoproteina B100 (apoB100), que transporta
colesterol enddgeno a las células, aumentan (Harris, Miller, Tighe, Davidson, &
Schaefer, 2017).

8.2 Efecto de la suplementacion sobre la progenie en el dia 28 postnatal

La restriccion dietaria de la madre no tuvo efecto sobre el peso de las crias al
momento del alumbramiento entre grupos. Diversos estudios han reportado que
una de las consecuencias de la restriccion dietaria en la gestacion es el bajo peso
al nacer (Khan et al.,, 2017)(Christian et al., 2013)(Maleta, 2006). En nuestro
estudio no observamos ese comportamiento, aunque debemos considerar las
diferentes condiciones involucradas, como el lapso de tiempo y porcentaje de la
restriccion asi como los efectos asociados al suplemento administrado, que hasta
donde sabemos, es la primera vez que se emplea en modelos animales. Asi, la
conjuncion de estos factores pueden estar provocando que no observemos la

disminucién en el peso de las crias al nacimiento (ver Tabla 14, ANEXOS).

Fue a partir del dia 5 postnatal cuando se comenzd a notar el efecto del estado de
desnutricién de la madre sobre las crias, con una disminucién de la velocidad en la

ganancia de peso respecto a las control (ver Graficos 2 y 3). De acuerdo a
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Brighman et al. (1992), comparado con las ratas control que cubren la demanda
energética y nutrimental, un estado de desnutricién cronico durante la lactancia
causa un 37% en la reduccion de la masa de la glandula mamaria y un 50% en la
reduccion del volumen de leche que provocan una reduccidon de 32% en el peso
de la cria (Rasmussen, 1998). Aun cuando entre los dias 21 al 28 postnatal, las
crias terminaron de lactar y comenzaron a alimentarse por si mismas de la dieta
Chow ad libitum, los grupos 50%R y 50%R+S continuaron mostrando una

reduccion en peso en comparacion con el grupo C (ver Tabla 15, ANEXOS).

A partir del dia 23 postnatal hubo un mayor incremento en peso (6 g/dia
aproximadamente) en todos los grupos. Hardikar (2017) encontrd que las crias de
las madres con restriccibn caldrica al 50%, comienzan a ganar mayor peso
durante la lactancia que las control, y es hasta la semana 38 cuando llegan a
pesar mas y acumular mayor tejido graso que los grupos control. De acuerdo a
ese resultado, valdria la pena analizar en futuros experimentos, si el suplemento
esta influyendo en la tendencia del grupo 50%R+S a permanecer con un menor
peso que el grupo 50%R a lo largo del tiempo, sobretodo en machos; y de ser asi,
si su efecto se prolonga hasta la semana 38 o0 mas. Este punto es de gran
relevancia ya que se ha asociado un bajo peso al nacer o un pobre crecimiento
durante las primeras etapas de la vida con el efecto catchup growth. Este, es un
proceso dinamico en el organismo, que se da con (Branca, 1999) o sin
intervencién nutricional (Adair, 1999), caracterizado por la recuperacion rapida y
desproporcionada en el crecimiento, tras un periodo de déficit intrauterino como lo
observado por Hardikar (2017) en las ratas con restriccibn en la semana 38.
Ademas, el efecto catchup growth ha sido asociado con una mayor deposicion de
grasa en relacion con el tejido magro, que a largo plazo, aumenta la
susceptibilidad a padecer obesidad, resistencia a la insulina, DT2 o enfermedades
cardiovasculares en humanos (Dulloo, 2009). El estudio de absorciometria dual de
rayos X (DXA) que nos permite visualizar la composicion corporal del animal, nos
indica que no hay diferencias en cuanto al porcentaje de grasa y masa magra en

el dia 28 postnatal en las crias de los grupos 50%R y 50%R+S (ver Tabla 8), por
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lo que también seria interesante evaluar la accion de la suplementacion sobre la

composicion corporal a largo plazo.

Por otro lado, los resultados de la densidad de masa Osea en el estudio de
composicién corporal (DXA) concuerda con el reportado por Hardikar (2017), en el
que tiende a ser menor en los grupos restringidos 50%R y 50%R+S que en los
control C y C+S. En futuros estudios, podria proponerse la adicién de calcio a la
suplementacion para analizar si la densidad de masa 6sea mejora en el grupo
50%R+S a pesar de la dieta (White, 2009).

Como era de esperarse, hubo diferencias significativas en el crecimiento en talla
en el dia 28 posnatal entre las crias de los grupos control y los restringidos sin
efecto de la suplementacion. Sin embargo, las diferencias entre los grupos no son
tan exacerbadas como en el crecimiento en peso. Un bajo peso al nacer y un bajo
peso para la talla (emaciacién) son signos de una desnutricibn moderada, no
obstante, si no se hace un cambio adecuado en la alimentacion, el estado puede
progresar a una desnutricion grave caracterizada por una baja talla para la edad
(desmedro) (OMS, 2017). Una diferencia mas pronunciada en el crecimiento en
peso que en talla, podria estar vinculada con que las crias no fueron sometidas
directamente a una restriccion dietaria y después de la lactancia tuvieron acceso
ad libitum a una dieta Chow. De esta forma, la mayoria de crias de los grupos
50%R y 50%R+S pudieron experimentar un estado de desnutricion moderada que
se vio reflejado en su bajo peso, sin llegar al grado de desnutricion tal, que una
baja talla fuera tan notoria.

Bajo las condiciones de este estudio, el higado, rifiones, cerebro y pancreas
alcanzaron una proporcion normal acorde al peso corporal de ambos grupos de
restriccion. Otras investigaciones han reportado una menor proporcién en el peso
de algunos 6rganos respecto al peso corporal (ver Tabla 16, ANEXOS) cuando las
crias se encuentran en un ambiente fetal carente de nutrientes en diferentes
periodos de la gestacién. Lo que podria estar sucediendo en este caso es que, al

tener estos cuatro 6rganos funciones vitales en el organismo, el metabolismo

61



podria estar favoreciendo el uso de los nutrimentos disponibles en ellos a costa de

su funcidn, o de la fisiologia de otros 6rganos durante la programacion fetal.

Particularmente el pancreas, ha desarrollado mecanismos de adaptacion a las
oscilaciones de abundancia y escasez de nutrimentos (plasticidad celular) (Alarcon
et al., 2016). A pesar de que la programacion fetal lleva a una disminucién en la
masa de las células B pancreaticas, este es capaz de producir y responder con
suficiente insulina ante un estimulo de glucosa. En este sentido, el grupo
suplementado de crias macho 50%R+S tuvo una concentracion menor de insulina
y un menor indice HOMA-IR en el dia 28 posnatal, lo que sugiere un efecto
positivo del Zn (Karamali et al., 2017). Seria interesante evaluar en un estudio
posterior si el suplemento contribuyé en el neurodesarrollo y el desarrollo
psicomotor durante la gestacion y la lactancia, respectivamente (Coletta, Bell, &
Roman, 2010).

En el andlisis de expresion génica de AMPK en higado de las crias hembra, fue el
grupo restringido 50%R el Unico que mostré una mayor expresion en relaciéon al
grupo C. Numerosos procesos fisioldgicos estimulan la expresiéon de AMPK bajo
diversas condiciones, como hipoxia, privaciéon de glucosa, entre otras, que alteran
la relacion AMP/ATP intracelular. La forma activada de esta enzima es
responsable de los cambios metabdlicos a través de una cascada de fosforilacion.
El efecto neto es el cambio de un estado de consumo a uno de produccion de
energia a nivel local o a nivel sistémico para restaurar el balance de energia
(Viollet & Andreelli, 2011). Los resultados del grupo suplementado 50%R+S, nos
muestran que el suplemento evitd la activacion de AMPK, teniendo ésta una

expresion semejante al grupo C, tanto en crias hembra como macho.

En relacibn a mTOR, a través de diversas investigaciones se ha comprobado que
con la activacion de AMPK, su expresiéon disminuye por su papel en la
estimulacién de la sintesis de proteinas que consume energia (Kim, Kundu, Viollet,
& Guan, 2011)(Alers, Loffler, Wesselborg, & Stork, 2011)(Sharma, Castorena, &
Cartee, 2012). Este mismo escenario se presentd en el higado de las crias macho
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y hembra, donde se observé una disminucion en la expresion de mTOR de todos
los grupos respecto al C. De hecho, la disminucion de la expresion fue ain mas
evidente en los grupos suplementados C+S y 50%R+S para ambos sexos. Sin
embargo, en las crias hembra del grupo 50%R, observamos un incremento de la
expresion de mTOR y debera ser estudiado en un futuro las causas de ello. Los
resultados en los machos de todos los grupos y en las hembras de los grupos C+S
y 50%R+S, sugieren que el suplemento podria promover la disminucién de la
expresion de mTOR en higado, dando asi prioridad a las vias catabdlicas para la

recuperacion del ATP consumido.

Los resultados obtenidos muestran como una suplementacién, con nutrimentos
inorganicos y vitaminas, modifica los parametros bioquimicos tanto de las madres
como de las crias asi como la expresion de genes clave en el metabolismo
energético. Seria conveniente que en un futuro se analizara al modelo de estudio
en el dia del destete, para observar los efectos inmediatos del suplemento, asi
como en la vida adulta, para conocer cémo influyd el suplemento en la

programacion fetal y su efecto en esta etapa.
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9. CONCLUSIONES

Los efectos de la suplementacion en el dia 21 de lactancia en las madres

sometidas a una dieta de restriccion del 50% fueron:

e Una mejora en la sensibilidad a la insulina.

e Una mayor capacidad antioxidante que evita la respuesta inflamatoria en el
organismo como consecuencia del estrés oxidativo y que permitio que la
concentracion de albumina se mantuviera elevado a pesar del estado de

desnutricion.

Los efectos de la suplementacién en ratas sometidas a una restriccion dietaria

del 50% sobre sus crias en el dia 28 postnatal fueron:

e Una menor concentracion de insulina en las crias macho.
e Una menor expresion de mTOR en higado, que permitiria la priorizacion

de vias catabdlicas para la generacion de energia.

Por lo anterior, la suplementacion disefiada representa un primer acercamiento a
una posible estrategia que podria reducir los efectos negativos a nivel metabdlico

y genético que produce un ambiente intrauteriono carente de nutrimentos.
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10. PERSPECTIVAS

Para futuras investigaciones seria (til evaluar el efecto de cada uno de los
nutrimentos que conforman la suplementacion para analizar su efecto de manera
individual. De esta forma, se podrian elegir aguellos micronutrimentos que tienen
un efecto significativo a nivel metabolico y genético sobre la progenie proveniente
de madres sometidas a una restriccion dietaria, como medida de reduccion de
costos. Ademas, podria evaluarse el efecto de otros micronutrimentos esenciales

durante la gestacién y lactancia.

Una vez reformulada la suplementacion, podrian evaluarse el efecto de la
suplementacion en F1 a nivel epigenético por medio del uso de tecnicas como

ChIP-seq, que ayudarian a dilucidar el mecanismo a nivel genético.
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11. ANEXOS

Figura 7 A) Frotis vaginal en rata, B) Presencia de espermas en prueba positiva de rata prefiada.

Figura 8 Andlisis de densidad 6sea y composicion corporal en crias (Densitémetro 6seo

por rayos X basado en enCORE, Lunar, GE Healthcare, UK).
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Figura 10 Proceso de extraccion de RNA: A)Macerado de tejido con Politron, B)Cuantificacion de
RNA con Nanodrop 1000, C)Carga de RNA de muestras en gel para electroforesis, D)Lectura de

gel de electroforesis en el que se comprueba la integridad del RNA de las muestras.

67



Figura 11 Cuantificacion de la expresion génica por gRT-PCR.

Tabla 13. Estudios relacionados con la restriccion dietaria durante la gestacion y/o

lactancia en modelos animales.

Autor y afio

Modelo animal

Dieta

Periodo de la

Efecto sobre la

dieta progenie
Cunha et al., Rata 50% restriccion | A partir del dia Bajo peso al
(2015) dietaria 10 de gestacion nacer
hasta el
alumbramiento
Beauchamp et Ratoén 50% restriccion | Del dia 12 al 18 Bajo peso al
al., (2015) dietaria de gestacion nacer (27%
menos que
control)
Jimenez- Raton 50% restriccion | Del dia 12 al 18 Bajo peso al
Chillaron et al., dietaria de gestacién nacer (25%
(2006) menos que
control)
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Tabla 14. Pérdida o ganancia de peso corporal (%) de crias macho en el dia 28

postnatal comparada con el grupo control C.

Grupo Machos Hembras
(%) (%)
éﬁf; +4.6 -6.2
S 24.6 26.2
s -35.4 32.3

Tabla 15. Efecto de la dieta sobre el peso de los 6rganos.

Autor y afio

Modelo animal

Dieta

Periodo de la
dieta

Efecto sobre la progenie

Desai et al.,
(1996)

Rata

Baja en
proteina

Gestacion y
lactancia

En el dia 21 postnatal:
-Pulmones y cerebro
apenas mostraron un
minimo decremento en
peso
-Corazén, rifiones y timo
disminuyeron su peso en
proporcion al peso total
-Pancreas, bazo e higado
disminuyeron su peso de
manera significativa

Brawley et al.

(2003)

Rata

50% restriccion
protéica

Del dia 10 al 23
de gestacién

En el dia 87 postnatal:
No hubo diferencias
significativas en peso en
pancreas, higado, rifion,
corazon y pulmones.

Chen et al.
(2009)

Raton

8% proteina

Gestaciéon y
lactancia

En el dia 21 postnatal:
Péancreas, bazo, rifiones e
higado fueron
significativamente mas
ligeros

Ozaki et al.
(2001)

Rata

30% restriccidn
dietaria

Del dia 0 al 18
de gestacion

En el dia 1 postnatal:
-Pulmones
significativamente mas
pequefios
-El higado
significativamente mas
pesado
En el dia 100 postnatal:
-Rifiones significativamente
menores en machos
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