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RESUMEN

Las caracteristicas del entorno fetal y neonatal ejercen una profunda influencia en el
establecimiento del fenotipo del individuo. Estimulos aplicados en estos periodos sensibles del
desarrollo pueden desencadenar respuestas permanentes en la estructura y/o funcion de células y
tejidos, un proceso conocido como programaciéon. La deficiencia en el suministro de proteinas
durante la gestacion y la lactancia no solo conduce a un bajo peso en el nacimiento y la infancia,
sino que también se ha asociado con el desarrollo de sindrome metabolico (SM), diabetes tipo 2
(DT2) y enfermedades cardiovasculares (ECV) en la vida adulta. A pesar de que este fendémeno
se describi6 desde hace décadas, los mecanismos involucrados siguen siendo poco claros.
Recientemente, se ha postulado que la programacion de la mitocondria es uno de los mecanismos
que enlaza la malnutricion durante el desarrollo temprano y la enfermedad del adulto. Se sabe
que la mitocondria se regula por sensores maestros de nutrimentos y energia como las cinasas
AMPK y mTOR y que la disfunciéon mitocondrial esta ligada en gran medida a enfermedades que

incluyen la hipertension, el higado graso y la DT2, entre otras.

El objetivo de la presente tesis fue evaluar la funcién mitocondrial en tejido hepatico y renal de

crias macho de ratas sometidas a restriccion proteinica severa.

Metodologia. Se utilizaron ratas Wistar prefiadas, que se alimentaron con una dieta control (“C”;
20% de proteina) o una dieta isocaldrica baja en proteinas (“R”; 6% de proteina) durante la
gestacion y la lactancia. Al nacimiento, el tamafio de camada se ajust6 a 8 crias por camada (4
hembras y 4 machos, cuando fue posible). Los animales se destetaron en el dia 21 vy,
posteriormente, las crias machos de ambos grupos fueron alimentados con dieta estandar de
laboratorio “Chow” hasta el dia 28 o 180 postnatal (P28 y P180). Durante este periodo, se realiz
la evaluacion somatométrica de las crias (peso, talla, circunferencia abdominal y composicion
corporal) y se realizo el test de tolerancia a la glucosa oral en las crias P180. El dia del sacrificio,
un lote de crias se estudid en condiciones normales (25°C) y otro se sometid a estrés por
exposicion al frio (4 °C por 1h) con el fin de estimular la actividad mitocondrial y exponer
posibles defectos funcionales. Asi, se crearon 4 grupos experimentales: C, R, CF y RF (“C”
control, “R” restringida; “F” grupos expuestos al frio). Se evaluaron parametros bioquimicos y se
realizaron las pruebas de funcién mitocondrial: tasa de consumo de oxigeno y generacion de

potencial de membrana, en mitocondrias de higado y rifion utilizando un respirometro de alta
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resolucion. Se evalu6 la actividad de la ATP sintasa midiendo la generacion de NADPH.
Adicionalmente, utilizamos qPCR-RT para evaluar los niveles de RNAm de los sensores

energéticos AMPK y mTOR, y de la proteina desacoplante UCP2.

Resultados: La capacidad respiratoria de las mitocondrias hepaticas de crias R y C de P28 no fue
diferente, pero la exposicion al frio mostré que el control respiratorio de las crias RF de P28 fue
menor que la de las crias CF (p<0.05). En el dia P180, las mitocondrias hepaticas del grupo R
tuvieron menor velocidad de respiracion inducida por ADP que C y una disminucion del 18% del
control respiratorio. Este comportamiento también se observé en las crias RF del mismo periodo.
La reduccion del control respiratorio mitocondrial correlaciond con un descenso en la expresion
hepatica de RNAm de AMPK y mTOR en P28 y P180. En las mitocondrias renales, se observo
un incremento en la velocidad de consumo de oxigeno del estado desacoplado de las crias R
entre los dias 28P y 180P. En este tejido, la restriccién proteinica materna provocd que la
expresion renal de la proteina desacoplante UCP2 disminuyera en P28 con un incremento en
P180. No se detectaron cambios en el metabolismo de glucosa y lipidos de las crias R en las

edades estudiadas.

Conclusiones: Los resultados de este estudio indican que una dieta materna baja en proteinas
durante la gestacion y la lactancia altera la capacidad respiratoria de las mitocondrias hepaticas y
renales de las crias de forma tejido-especifica. Sin embargo, las deficiencias funcionales de la
mitocondria son detectables cuando las crias son sometidas a estrés por frio o al envejecer. La
disminucién de la funcidon mitocondrial ocurre antes de la aparicion de los desordenes
metabolicos reportados para las crias del modelo de RPM, por lo cual es importante determinar si
la programacion de la funcién mitocondrial es causante del desarrollo de dichos desoérdenes

metabolicos.
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1. INTRODUCCION
1.1. Estructuray funcion de las mitocondrias

Las mitocondrias son organelos conformados por dos bicapas lipidicas. La membrana externa
(MEM) delimita el espacio intermembranal y se caracteriza por contener una gran cantidad de
porinas, que le permiten ser permeable a sustancias de hasta 10 kDa, mientras que la membrana
interna (MIM) delimita la matriz mitocondrial y es poco permeable (FIGURA 1). La MIM se
pliega para formar las crestas mitocondriales, en las cuales estdn embebidos los complejos del
sistema de transporte de electrones, la ATP sintasa y proteinas de transporte. La matriz
mitocondrial contiene una mezcla concentrada de enzimas involucradas en la degradacion de
piruvato, acidos grasos y aminodcidos, entre las que destacan las enzimas que forman parte del
ciclo de los 4cidos tricarboxilicos. La mitocondria posee su propio ADN, el cual, al igual que los
ADN bacterianos, tiene una estructura bicatenaria, circular, sin extremos. En los seres humanos
tiene un tamafio de 16,569 pares de bases y contiene 37 genes: dos ARN ribosdmicos, 22 ARN
de transferencia y 13 proteinas que participan en la fosforilacion oxidativa (FIGURA 1). Estos
organelos se encuentran en todas las células de los mamiferos, excepto en los eritrocitos
maduros. Una célula somadtica puede contener entre 200 y 2000 mitocondrias, dependiendo su
actividad metabdlica. La mayor cantidad de mitocondrias se encuentra en las células mas activas
metabdlicamente, como el miisculo, el higado y el cerebro®. Asi mismo, la morfologia y tamafio
de las mitocondrias también varia entre los diferentes tipos celulares, adoptando una forma

esférica, alargada o filamentosa de acuerdo con su funcién de origen y a su estado metabélico®.

Las mitocondrias se encargan de mas del 90% de la producciéon de la energia celular®. Esta
energia se genera a medida que pasan los electrones desde moléculas donantes a receptores con
mayor potencial redox a través de diversos complejos de proteinas. El flujo de electrones permite
el bombeo de protones desde la matriz hacia el espacio inter-membranal, generando una
diferencia de potencial a través de la membrana interna. La energia potencial resultante se
transfiere al ADP o se disipa en forma de calor, a medida que los protones se filtran de regreso

hacia la matriz®.
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Figura 1. Representacién esquematica de la mitocondria (izquierda) y del DNA mitocondrial (derecha).

En la FIGURA 2 se muestra un diagrama del sistema de transporte de electrones (STE)
mitocondrial. Los electrones entran al STE por dos sitios principales que son convergentes, en el
sentido de que ambos resultan en la reduccién de la ubiquinona (coenzima Q). Los electrones
donados por NADH entran en el complejo I (NADH ubiquinona reductasa), mientras que la
conversion de succinato en fumarato genera electrones para el complejo II (succinato
deshidrogenasa). La ubiquinona reducida o ubiquinol (QH2) es una molécula movil que media el
flujo de electrones desde los sitios de entrada hacia el complejo III (ubiquinol-citocromo ¢
reductasa), donde es oxidada nuevamente. Los electrones se transfieren posteriormente a otro
intermediario movil, el citocromo ¢ (Cyt ¢), que dirige el flujo al complejo IV (citocromo ¢
oxidasa). En el complejo IV los electrones finalmente son donados al oxigeno, para la formacion
de agua. En los complejos I, Il y IV la transferencia de electrones se encuentra acoplada a la
translocacion de H' desde la matriz hacia el espacio intermembranal, contribuyendo a la
generacion del gradiente electroquimico de protones (ApH") necesario para la sintesis de ATPS 7.
La ATP sintasa, cataliza la formacion de ATP a partir de ADP y Pi. Este complejo enzimatico
consiste en una porcion Fo-ATPasa anclada en la membrana interna mitocondrial y una porcion
Fi-ATPasa, que es una proteina periférica de membrana. La porcion Fy tiene un poro protonico a
través del cual los H" bombeados al espacio intermembranal pueden regresar a la matriz. El paso
de estos H" a través de Fo promueve el giro de la porcion Fi y con ello, la sintesis de ATP. Por
cada 3 H" que pasan a través del poro en Fo las subunidades a y B de F1 realizan un giro,
permitiendo la sintesis de una molécula de ATP. De esta manera se acopla el transporte de
electrones con la fosforilacion oxidativa (sintesis de ATP), utilizando la fuerza proton motriz del
espacio intermembranal &,
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Figura 2. Sistema de transporte de electrones mitocondrial.

1.1.1. Consumo de oxigeno

El flujo de electrones, y por ende la velocidad de consumo de oxigeno, estd en funcion de la
disponibilidad de moléculas donadoras de electrones y de los niveles de ADP. Cuando la
concentracion de ADP incrementa como consecuencia del agotamiento de ATP, la velocidad de
la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) debe aumentar para lograr restablecer los niveles de ATP.
Dado que la OXPHOS esta acoplada al STE, el incremento en la velocidad de la OXPHOS se
refleja en un aumento del flujo de electrones a través de los complejos respiratorios y, por lo
tanto, un incremento del consumo de oxigeno. La regulacion de la velocidad de la OXPHOS por

los niveles de ADP se denomina control respiratorio®.

El control respiratorio puede evaluarse in vitro en mitocondrias aisladas de tejido al emplear un
electrodo sensible a las concentraciones de oxigeno y sustratos que generen moléculas donadoras
especificas para los complejos 1 y II. Par el complejo I suelen emplearse como sustratos malato y
glutamato, que por transporte a través de la lanzadera malato aspartato y su posterior reduccion
generan NADH. El piruvato es otro de los sustratos que puede usarse, ya que genera NADH al
ser reducido por la enzima piruvato deshidrogenasa. El succinato puede adicionarse como
molécula donadora del complejo II, ya que es capaz de ingresar a la mitocondria por

antitransporte con fumarato.
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La adicion secuencial de sustratos y ADP permite determinar la respuesta mitocondrial en
diferentes condiciones. Para este tipo de estudios se han definido cinco diferentes velocidades de

consumo de oxigeno o estados respiratorios. (TABLA 1, FIGURA 3)

Mitocondrias
Sustratos
— ADP ICRz ———
Edo 1 Edo 4

Edo 3

Edo 3
cccp

Edo 4

Concentracién de Oxigeno

Tiempo

Figura 3. Estados respiratorios de mitocondrias aisladas EDOI. Respiracion mitocondrial basal, EDO2.
Respiracion mitocondrial en presencia de Pi y un sustrato de oxidacion como succinato o una mezcla
glutamato/malato, EDO3. Respiracion en presencia de ADP, Pi y sustrato de oxidacion EDO4. Respiracion cuando
el ADP se agota o en presencia de un inhibidor de la ATP sintasa. La adicion de CCCP representa la respiracion
maxima. EDOS5. Respiracion anaerébica en ausencia de oxigeno.

El estado 1 representa la respiracion mitocondrial basal, sin adicion de sustratos ni ADP. El
estado 2 representa la respiracion mitocondrial en presencia de sustratos de oxidacion (succinato
o malato-glutamato). El estado 3 (EDO3) corresponde a la respiracion mitocondrial en presencia
de ADP, sustratos de oxidacion y Pi. En este estado, la adicion de ADP al medio estimula la
sintesis de ATP e incrementa la velocidad del transporte de electrones, por lo que incrementa el
consumo de oxigeno. El estado 4 (EDO4) comienza cuando todo el ADP afiadido ha sido
fosforilado, lo que provoca una disminucion en el consumo de oxigeno. Finalmente, el estado 5

se ha definido como la respiracion anaerdbica después del agotamiento del oxigeno®

La relacion entre los estados 3 y 4 de respiracion [EDO3/EDO4], se denomina indice de control

respiratorio (ICR). Este indice es muy util para poder estimar la integridad mitocondrial. Un ICR

13



elevado implica que las mitocondrias tienen una alta capacidad para la oxidacion del sustrato,
alto recambio de ATP y una baja fuga de protones. Los valores bajos de ICR indican

mitocondrias desacopladas o dafiadas®®.

Tabla 1. Estados respiratorios de mitocondrias aisladas. (Modificado de Luis, 2014)

Estado Nivel de | Nivel de | Velocidad de | Factor determinante de la
. . 02 ., .. ! .
respiratorio sustrato ADP respiracion actividad respiratoria
1 Disponible Bajo Bajo Lenta ADP, sustrato
2 Disponible Alto Muy bajo Lenta ADP
3 Disponible Alto Alto Répida Cadena respiratoria
4 Disponible Alto Bajo Lenta ADP
No .
5 disponible Alto Alto Nula Oxigeno

El indice de control respiratorio mitocondrial depende de numerosos factores, un cambio en casi
cualquier aspecto de la fosforilaciéon oxidativa cambiard el ICR. El ICR depende de las
velocidades del EDO3 y el EDO4. El EDO3 esté4 controlado exclusivamente por la oxidacion del
sustrato y es util para detectar la disfuncion de los componentes del STE, translocasas del
sustrato o deshidrogenasas. El estado 4 estd controlado predominantemente por la fuga de
protones y por la presencia de ATPasas contaminantes que reciclan el ATP sintetizado como

ADP (y aproximadamente el 10% por la oxidacion del sustrato)™°.

1.1.2. Generacion de potencial de membrana

El potencial de membrana mitocondrial se genera mediante el bombeo de protones en los
complejos I, III y IV (FIGURA 2) y se consume por la transferencia de protones en la direccion
opuesta, en primera instancia a través de la ATP sintasa, pero también por un fendémeno
denominado fuga de protones, que hace referencia al reingreso de protones a la matriz por
mecanismos diferentes a la ATP sintasa. Aunque este proceso puede ocurrir de formas menos
definidas, aparentemente independientes de enzimas o vehiculos conocidos, gran parte de la fuga
de protones es debida a la actividad catalitica de moléculas especificas denominadas proteinas de
desacoplamiento (UCP). En mamiferos, se han descrito tres tipos de UCPs. La UCPI,

inicialmente denominada "termogenina", fue la primera de ellas descrita y es responsable de
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convertir el potencial de membrana mitocondrial en produccion de calor en el tejido adiposo
pardo (BAT)!!. La UCP2, la forma mas ubicua, se expresa en muchos tejidos, principalmente en
higado, rifion, pancreas y pulmon. La UCP3 es la forma principal presente en el musculo
esquelético y el corazon. Las funciones probables de UCP2 y UCP3 no parecen incluir la
termogénesis. Por el contrario, implican la mitigacion de la generacion de ROS, la exportacion de
acidos grasos desde las mitocondrias (UCP3) y la regulacion de la liberacion de insulina

(UCP2)%2.

El potencial de membrana mitocondrial puede evaluarse cuantitativamente al medir la
concentracion de cationes dirigidos a la mitocondria, como el metiltrifenilfosfonio (TPMP) o
tetrafenilfosfonio (TPP) dentro y fuera de la matriz mitocondrial, y posteriormente calcular el
potencial utilizando la ecuacion de Nernst. El potencial de membrana también puede estimarse
empleando compuestos fluorescentes sensibles al potencial y monitorear los cambios en la

fluorescencia al afiadir diferentes sustratos’.
1.1.3. Produccién de ATP

La produccion de ATP depende principalmente de la generacion de fuerza protdn motriz por el
bombeo de protones al espacio intermembranal, pero también en defectos en la ATP sintasa.
Existen dos tipos de defectos aislados que se asocian a alteraciones de la biogénesis de la ATP
sintasa: defectos cualitativos, cuando la enzima es modificada estructuralmente y no funciona
adecuadamente, y defectos cuantitativos cuando disminuye la cantidad de enzima presente. En
ambos casos, la provision de energia celular se ve afectada, y el uso disminuido de ApH"

mitocondrial puede resultar nocivo para la célula®®,

1.1.4. Generacion de especies reactivas de oxigeno y respuesta antioxidante

Como se menciond anteriormente, los electrones que son transportados en el STE suelen ser
entregados al oxigeno molecular en el complejo IV; sin embargo, una pequeia porcion de estos
electrones se pierde durante su transporte y conlleva a la formacion de especies de oxigeno
parcialmente reducido, denominadas especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS son
moléculas con gran capacidad de reaccion debido a su alta inestabilidad quimica, que pueden
oxidar facilmente a macromoléculas lipidicas, proteinas y acidos nucleicos. Las ROS de mayor

importancia biologica son el anion superoxido, el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo.
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En condiciones normales (no patoldgicas) del 2 al 4% del oxigeno utilizado por la mitocondria
genera anion superoxido (O2"), por la actividad de los complejos 1 y III, principalmente, y por
otras enzimas como las deshidrogenasas mitocondriales o el complejo II, en menor grado®. El
anioén superoxido no es considerado una especie particularmente destructiva; sin embargo, da
lugar a la formacion de peroxido de hidrogeno (H202) y de radical hidroxilo (OH") mediante
reacciones catalizadas por enzimas o por hierro y cobre. El radical hidroxilo es la principal
molécula causante de dafio celular. Ademés de las ROS, la mitocondria produce especies
reactivas del nitrogeno (NOS), entre ellas el o6xido nitrico (NO). El NO es el producto de la
sintasa de 6xido nitrico mitocondrial sensible a Ca”*, el cual es capaz de incrementar la
produccion de anién superoxido por el STE, al inducir dafio a los grupos hemo en los complejos

respiratorios’®.

Para combatir la produccion de ROS, la mitocondria cuenta con sistemas antioxidantes
endogenos. La concentracion de superdxido es reducida por medio de la enzima superdxido
dismutasa dependiente de manganeso (SOD2), mientras que los perdxidos mitocondriales se
eliminan por medio de la catalasa, la glutation-peroxidasa y las peroxirredoxinas. Ademas,
algunas coenzimas y metabolitos como la ubiquinona, el acido lipoico, el glutatién y la vitamina

E pueden servir como antioxidantes de bajo peso molecular®®.

Aunque las ROS generadas pueden ser destructivas, la presencia de estas moléculas resulta
necesaria debido a que también cumplen con funciones metabolicas, principalmente de
sefializacion celular. Por tal razon, debe existir un equilibrio entre la produccion y eliminacion de
ROS. Cuando dicho equilibrio es alterado en favor de la generacion de ROS, se dice que la célula
se encuentra en un estado de estrés oxidante. La principal consecuencia del estrés oxidante es la
oxidacion de lipidos, proteinas y del ADN, que genera alteraciones en el metabolismo celular
como ruptura del ADN, mutaciones, acumulacion de agregados proteicos, desregulacion en la
homeostasis del calcio y disfuncion mitocondrial, conduciendo a muerte celular por apoptosis y/o

necrosis?’.
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1.1.5. Regulacién de la funcién mitocondrial

Las mitocondrias son organelos con una regulacion constante, ya que deben responder de manera
adecuada a los diferentes estados y demandas energéticas. Por ejemplo, cuando la relacion
AMP/ATP incrementa debido a una baja disponibilidad de nutrimentos (i.e. ayuno) o a una alta
demanda energética (i.e. ejercicio intenso) se encienden mecanismos mediante los cuales se
incrementa la concentracion de enzimas involucradas en vias catabodlicas, la cantidad de
mitocondrias (biogénesis mitocondrial) y la eficiencia de la OXPHOS (formacion de
supercomplejos e incremento de las crestas mitocondriales). Esta respuesta es iniciada por accion
de sensores energéticos que conectan los niveles de energia con efectores celulares como cinasas
y factores de transcripcion. Entre ellos destacan la cinasa dependiente de AMP (AMPK) y la
sirtuina 1 deacetilasa dependiente de NAD" (SIRT1), que se activan por altos niveles de AMP y
NAD", respectivamente, e inician una cascada de sefializacion mediada por fosforilaciones y
desacetilaciones®® °. Uno de los blancos de estas vias de sefializacion, es el coactivador del
receptor activador de proliferacion del peroxisoma (PGC-1a), que estd encargado de dirigir la

transcripcion de proteinas mitocondriales y la biogénesis mitocondrial®® 2,

La transcripcion de proteinas mitocondriales y la biogénesis mitocondrial también son reguladas
por el sensor maestro de nutrimentos y energia, el complejo mTOR (blanco de rapamicina en
mamiferos), que censa especificamente la disponibilidad de aminoacidos (AA) e integra esta
informacion con el estado energético celular. mTOR es necesario para el mantenimiento de la
funcion oxidativa mitocondrial, ya que modula la expresion génica de reguladores
transcripcionales mitocondriales como PGC-1a, el receptor alfa relacionado con estrégenos y
factores respiratorios nucleares??. La escasez de AA y energia inactivan al complejo mTOR, lo
que resulta en una disminuciéon en la expresion génica mitocondrial y en el consumo de

oxigeno.?

Ademas de la regulacion por sensores energéticos, las mitocondrias de varios tipos celulares
poseen receptores para hormonas glucocorticoides, estrogenos, androgenos y hormonas
tiroideas?*. Las hormonas tiroideas, sintetizadas en la glandula tiroides, juega un papel clave en la
regulacion de la funcion mitocondrial y el gasto energético. Las hormonas tiroideas son liberadas
ante estimulos como el frio, viajan por el torrente sanguineo y se unen a receptores intracelulares.
Estos receptores actiian como factores de transcripcion tanto del DNA nuclear (nDNA) como del
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DNA mitocondrial (mtDNA). La accion de las hormonas tiroideas conduce a cambios en la

morfologia, la cantidad y la composicion enzimatica de las mitocondrias®®.
1.2. Efecto de la nutricion materna en la programacion de la salud de la vida adulta

El crecimiento y el desarrollo fetales estan controlados por dos factores principales: factores
genéticos, determinados por el genoma fetal, y factores ambientales, como las condiciones

nutrimentales, hormonales y metabolicas in-utero que alteran la expresion del genoma fetal.

Es bien sabido que el crecimiento y desarrollo del feto son regulados en una ruta predeterminada
por el genoma, en el cual se activan e inactivan genes especificos en etapas determinadas del
desarrollo fetal, y que los factores ambientales influyen sobre este patron normal de expresion
genética, dando lugar al fenotipo més adecuado para las condiciones del medio®. Sin embargo,
las modificaciones al fenotipo en respuesta a un estimulo aplicado en un periodo critico o
sensible del desarrollo tienen efectos a largo plazo o de por vida sobre la estructura o funcion del

organismo. Este proceso se conoce como programacion?®’.

La programacion del fenotipo ahorrador es uno de los temas que mas ha atraido la atencion de la
comunidad cientifica por la evidencia que lo liga a enfermedades metabdlicas de la vida adulta.
Este fenotipo se desarrolla cuando un organismo es sometido a una restriccion nutrimental o
energética en etapas tempranas del desarrollo y, en vias de sobrevivir, disminuye su crecimiento
y ajusta su metabolismo para maximizar el aprovechamiento de sustratos y energia. La reduccién
del crecimiento que experimenta es un proceso dirigido, en el cual, los dérganos esenciales como
el cerebro y los pulmones son protegidos relativamente de la reduccion del crecimiento a
expensas de o6rganos viscerales como el higado, el pancreas, el musculo y los rifiones®. El
resultado final es una cria con peso corporal reducido, 6rganos viscerales pequefos y un
metabolismo conservativo. Estas caracteristicas favorecen a aquellos individuos cuyo ambiente
postnatal permanece pobre en nutrimientos; sin embargo, en las condiciones de abundancia
calorica de las sociedades occidentales modernas, esta ventaja se torna en una desventaja y
conduce al desarrollo de sindrome metabdlico (SM) y enfermedades metabolicas no
transmisibles como la diabetes tipo 2 (DT2) y la enfermedad cardiovascular (ECV)?°. De ahi, que
la Organizacion mundial de la salud (OMS) haya establecido que el bajo peso al nacer es el

principal factor individual de riesgo para el desarrollo de enfermedades en la vida adulta®.
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La primera evidencia convincente de que la malnutricion fetal (definida como la carencia, exceso
o desequilibrio en el suministro de nutrimentos) podria tener una influencia a largo plazo en la
salud humana proviene del seguimiento de adultos que estaban en utero durante el invierno
hambriento holandés (1944). En este periodo, los nazis bloquearon el racionamiento de alimentos
a Holanda occidental en represalia por las huelgas de los trabajadores de los ferrocarriles, lo cual
resultdé en hambre generalizada durante un periodo de 6 meses. En el pico maximo de la
hambruna, la racion de alimentos para un adulto era de s6lo 400-800 kcal por dia, cuando la
ingesta recomendada para un adulto es aproximadamente cinco veces mayor. En esta poblacion
se encontrd que las personas que cursaban por la gestacion tardia en ese momento, presentaron
mayores indices de obesidad e intolerancia a la glucosa a la edad de 40 afios, mientras que la
exposicion al hambre durante la gestacion temprana dio como resultado mayor prevalencia de
hipertensién®" %2, Con base en estas observaciones, la ciencia del origen fetal de las enfermedades
comenzo a atraer interés y 20 afios después, el equipo de Barker relaciond el bajo peso al nacer
con un mayor riesgo de muerte por enfermedad cardiovascular®. Posteriormente, una gran
cantidad de estudios de cohorte han vinculado el bajo peso al nacer con otros efectos adversos en
la vida posterior. Estos incluyen la reduccion del "capital humano" (menor estatura, menor masa
corporal magra, menor capacidad cognitiva y menor rendimiento laboral®*), un aumento de los
factores de riesgo a enfermedad (presion arterial alta®, mayor adiposidad®, resistencia a la
insulina, menor tolerancia a la glucosa®, y disminucién de la funcién renal®’ e inmunologica®),
enfermedades metabolicas ( DT2, enfermedad coronaria y enfermedad renal cronica) y aumento

de la mortalidad en general.®®

1.2.1. Modelos animales de IUGR y el modelo de restriccion proteinica materna

Los modelos animales de restriccion del crecimiento intrauterino (IUGR) representan un recurso
invaluable para el estudio de las adaptaciones metabolicas y endocrinas del feto a la nutricion
deficiente, su base molecular, y su impacto a largo plazo. Para este fin, se han empleado
mamiferos grandes, como ovejas, cerdos y primates no humanos. Sin embargo, la mayoria de los
estudios en animales utilizan modelos de roedores debido a que el periodo de gestacion y el
tiempo de vida de estas especies son mas cortos. En ellos, se ha utilizado una variedad de
manipulaciones nutrimentales, intervenciones quirtrgicas y tratamientos hormonales para

desafiar al feto en crecimiento y al recién nacido®® (TABLA 1.).
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Tabla 1. Modelos experimentales de restriccion fetal del crecimiento (Modificado de Vuguin,
2007)%

Tipo Modelo Caracteristicas
o ) Alimentacion de madres con una dieta isocaldrica con un
Restriccidn proteinica
4-12% de proteina (vs 20% de controles) durante la
materna ) ]
gestacion y/o la lactancia
Restriccion caldrica Restriccion del 30-70% del alimento ad libitum durante la
_ materna gestacion y/o la lactancia
<
g
E Alimentacion de madres con una dieta baja en hierro 4
=
2 Deficiencia de Hierro | semanas antes del apareamiento y en diferentes periodos
de la gestacion
o Alimentacion de madres adolescentes con el doble de su
Sobrenutricion de o ) )
requerimiento energético durante la gestacion y/o la
madres adolescentes )
lactancia
Bloqueo temporal de una o de las dos arterias uterinas para
Ligamiento uterino limitar el flujo de nutrimentos a las crias por medio de una
S
‘Bb sutura
—~
k=
C:y Embolizacion Obstruccion del flujo de nutrimentos por inyeccion de
uteroplacentaria microesferas dentro del lecho vascular placentario

La manipulacién nutrimental durante el embarazo es una técnica que se ha utilizado por mas de
30 afios para producir retraso en el crecimiento de la descendencia. Este tipo de intervencion
imita el reto que enfrentan los paises subdesarrollados, que presentan altos indices de inseguridad
alimentaria y prevalencia elevada de insuficiencia ponderal al nacimiento y durante la infancia.
En los hogares donde se vive inseguridad alimentaria, la nutricion puede ser desequilibrada
(deficiente en algin macro- o micronutrimento) o insuficiente (restriccion energética). El
desbalance de nutrimentos en la dieta es una condicidon mas comun que la restriccion calorica, ya
que la alimentacidon es una necesidad primaria y si el individuo tiene recursos econdmicos
limitados, debe recurrir a alternativas que le permitan satisfacer dichas necesidades y no padecer
hambre. Por tal razén, la alimentacion de los individuos mas pobres esta orientada a alimentos

con alto contenido energético y bajo costo como pan, tortillas y cereales, frutas y hortalizas, y
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aceites y grasas vegetales comestibles, con la eliminacioén o reduccion en el consumo de carnes,
leche, derivados de leche y huevo*. Este tipo de dieta se caracteriza por ser alta en carbohidratos

y grasas, pero deficiente en proteinas y micronutrimentos®?.

El modelo de restriccion proteinica materna (RPM) es el mejor caracterizado de los modelos de
restriccion del crecimiento intrauterino. En este modelo, se alimenta a las madres con dietas
isocaloricas bajas en proteinas durante la gestacion y/o la lactancia, y las crias reciben el mismo
alimento que los grupos control a partir del destete. De acuerdo con el Instituto Americano de
Nutricion, el contenido de proteina recomendado en la dieta para una rata gestante y en
desarrollo es del 20 % (p/p). Sin embargo, para estudiar los efectos de la deficiencia proteinica,
se han empleado dietas isocaloricas con diferentes porcentajes de reduccion, entre ellas: 12%,

10%, 8%, 6% y 4% de proteina®’.
y

Diversos estudios coinciden en que las crias de ratas alimentadas con dietas bajas en proteinas
presentan un retardo del crecimiento y cambios permanentes y selectivos en el crecimiento de los
6rganos.*® El cerebro presenta el peso adecuado para la edad, pero el pancreas, el higado y los
rifiones son mas pequenos que los de los animales control. Si la restriccion se mantiene durante la
lactancia, el retraso en el crecimiento se vuelve permanente. En cambio, si en este periodo se
normaliza la nutricion, las crias experimentan una fase de crecimiento compensatorio (catch-up

growth) 44

Asi mismo, se ha descrito que la RPM en la rata compromete las adaptaciones cardiovasculares
maternas al embarazo y conduce a hipertension y disfuncion endotelial en la descendencia. La
hipertension en las crias se presenta desde el destete®® y persiste a lo largo de la vida adulta®®,
mientras que la disfuncion endotelial, evidenciada por la alteracion en la vasodilatacion inducida
por acetilcolina y la disminucién en la expresion de la sintasa de 6xido nitrico (NO), se ha

observado en ratas de 4 meses y de un afio de edad?’.

La RPM también modifica los patrones de alimentacion y el gasto energético de la descendencia.
Las crias de un afio con RPM durante la gestacion y la lactancia presentan hiperfagia a pesar de
su peso corporal reducido, lo que sugiere un aumento del gasto energético total. A los 4 meses de
edad, las crias presentan menores concentraciones de leptina en sangre y, al afio de vida, tienen

menor sensibilidad a dicha hormona*®®. La resistencia a la leptina, ademas de hiperfagia, produce
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reduccion de la cantidad de minerales 6seos y de la densidad 6sea de estos animales.*> “8

(FIGURA 4.)

Otros desordenes metabodlicos han sido reportados en las crias adultas de ratas expuestas a RPM
en la gestacion y la lactancia, como esteatosis hepatica y alteraciones en el metabolismo de
lipidos. A los 6 meses de edad, las crias muestran una reduccién de las concentraciones de
colesterol plasmatico, colesterol HDL vy triglicéridos en comparacion con los controles, pero a la

edad de 18 meses sufren hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia®®.

Mejor control

glucémico vs C Hiperglucemia

Bajo peso al TGy Hiperglucemia Menor esperanza
nacer colesterol y res.lster!ma a de vida
la insulina

Peso corporal reducido |

Hipertensién |

Hiperfagia |
Control glucémico B

Figura 4. Linea de la vida. Fenotipo de las crias machos de madres alimentadas con una dieta baja en
proteinas en la gestacion y la lactancia. En la parte superior, se marcan algunos acontecimientos importantes en el
fenotipo de las crias. En la parte inferior, se describe el comportamiento de ciertas caracteristicas a lo largo de la
vida. Los bloques continuos indican que la condicion es constante en el tiempo marcado y los bloques degradados
indican la pérdida del atributo con el tiempo. Abreviaturas: C: Animales control, TG: Triglicéridos (17,21).

1.2.3. Programacion de la funcion renal

Se ha informado en una gran cantidad de estudios que la RPM durante el embarazo en ratas tiene
un impacto sobre la presion sanguinea en la descendencia. La hipertension observada en tales
animales se ha relacionado en parte con la programacién del desarrollo renal. En el rifidn, la
remodelacion en respuesta a una dieta baja en proteinas durante la gestacion provoca una
reduccion del 30-40% del numero de nefronas, a pesar de no producir la reduccion del peso
relativo del 6rgano®. La disminucién del nimero de unidades funcionales, manteniendo la masa

tisular normal, sugiere que la malnutricion tiene un efecto importante en la diferenciacion de las
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estructuras especializadas. La alteracion de la programacion del nimero de nefronas se ha
comparado con cuadros de deficiencia de nefronas severa como la oligomeganefronia o con la
condicion de personas con un solo rifion, ya que conducen al desarrollo de hipertension,

proteinuria progresiva y pérdida de la funcion renal con el tiempo®® °2.

Un indicador importante de los cambios que conducen a enfermedad renal es la alteracion del
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) en la descendencia. Este sistema es una cascada
hormonal que participa en el control homeostatico de la presion arterial, la perfusion tisular y el
volumen extracelular. El SRAA se activa cuando hay pérdida de volumen sanguineo o una caida
en la presion sanguinea, como una medida compensatoria. Se ha informado que el SRAA se
suprime en crias recién nacidas de madres restringidas®, pero tiene una mayor expresion cuando
esas crias son adultas®. Se ha demostrado que la hiperactivacion del SRAA contribuye a la
hipertension y la enfermedad renal posterior. Existen reportes de actividad elevada de la enzima
convertidora de angiotensina y el aumento de la expresion renal del receptor de angiotensina II
en la descendencia expuesta a RPM®* *° y que el tratamiento con inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina y antagonistas del receptor de angiotensina II durante el periodo de
lactancia parece revertir el efecto de programacion de la dieta materna®®. La causa precisa del
desbalance de la actividad de los componentes del SRAA no se ha elucidado, pero se ha
demostrado que el aumento del estrés oxidante renal regula positivamente la expresion de los
receptores de la angiotensina II (AT1R), dirigiendo a la estimulacién de la NA-K-ATPasa y el
intercambiador NA*/H" 3 en los tubulos proximales, contribuyendo a la retencion de sodio y al

aumento de la presion®’.

1.2.4. Programacion de la funcion hepatica

El higado de crias de madres alimentadas con una dieta baja en proteinas durante la gestacion y
la lactancia tiene menor peso y menor vasculatura que el de las crias control al nacer. Ademas,
presenta mayor acumulacion de lipidos, misma que puede detectarse desde la etapa fetal®®. Los
animales adultos con malnutricidon intrauterina presentan una mayor susceptibilidad para el
desarrollo de "higado graso". El desarrollo de higado graso en estos animales es independiente
del aumento paralelo de la adiposidad®. Los mecanismos subyacentes que contribuyen a la
desregulacion y acumulacion de lipidos en el higado incluyen aumento de la lipogénesis de novo,

disminucién de la oxidacion de AG, aumento del transporte de AG, disminucion de la liberacion
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de AG y / o resistencia a la insulina hepatica®. La grasa hepatica estd altamente correlacionada
con todos los componentes del SM. Se ha reportado especificamente que el aumento en la
concentracion de lipidos conlleva al aumento del estrés oxidante y a resistencia a la insulina, con

lo que puede aumentar el riesgo de padecer DT25% 62,

Por otro lado, el higado juega un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis de la
glucosa sanguinea mediante el control de la produccion de glucosa hepatica. En las ratas con
RPM se ha observado que existe un decremento en la actividad de la enzima glucolitica
glucocinasa y un incremento en la actividad de la enzima gluconeogénica fosfoenolpiruvato
carboxicinasa (PEPCK) en las crias de 11 meses de edad®®. Lo anterior sugiere que la respuesta
adaptativa a la deficiencia proteinica favorece la formacion de glucosa mas que su degradacion.
Asi mismo, se ha descrito la alteracion de la respuesta del higado al glucagén y a la insulina en
las crias de 4 meses de edad. En ellas, la liberacion hepatica de glucosa en respuesta al glucagéon
es mayor que en los animales control, y la supresion de la liberacion del azlicar en presencia de la
insulina es baja, aun cuando la expresion de su receptor es tres veces mayor®®. Esta desregulacion
de la liberacion de glucosa favorece la hiperglicemia descrita en las crias del modelo de RPM y

ha sido descrita también en modelos animales de DT2°,
1.2.5. Pancreas

En el pancreas endocrino de ratas expuestas a dietas bajas en proteinas en la gestacion y la
lactancia se ha observado una disminucion del nimero y tamafio de unidades funcionales (islotes
de Langerhans). Se ha reportado que esto ocurre tanto por reduccion en la proliferacion de las

66, 67

células B como por aumento en la apoptosis de las mismas Los islotes ademas de ser mas

pequefios, tienen un suministro vascular reducido®®.

Usando el modelo de RPM, se ha demostrado que la restriccion proteinica en el utero impacta la
expresion del gen Pdx-1 (homeobox-1 duodenal pancreético)®®. Durante el desarrollo, este factor
de transcripcion es critico para la diferenciacion del linaje de células endocrinas y la expansion
de la masa de células B. Los cambios en la expresion de Pdx-1 se correlacionaron tanto con la
masa de los islotes como con los niveles de secrecion de insulina, lo que demuestra que la

restriccion proteinica resulta en perturbaciones de la estructura y funcion de los islotes™.
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En la etapa fetal se ha demostrado, mediante un analisis protedmico, que la malnutricion
proteinica modifica la expresion de 70 proteinas pancreaticas. La mayor parte de ellas

relacionadas con la transferencia de energia mitocondrial, la diferenciacion y la defensa celular

71

Bloques de construccion Adaptacién a demanda
inadecuados reducida

Rifiones Higado Pancreas Musculo, Cerebro
Grasa, Hueso

9 B v | |

Numero de d Sensibilidad a d Células B 4 Musculo y hueso Centros de apetito
nefronas reducido Insulina J Secrecion de “MGrasa y resistecia ala
¢ IGF-1 insulina { Sensibilidad a leptina

insulina

Hiperlipidemia
Hipertension

Obesidad
central

Resistencia a la
insulina

¥

Diabetes tipo 2
Enf. cardiovascular

Figura 5. Programacién de las enfermedades del adulto en respuesta a una dieta materna baja en proteinas.
(Modificado de Fall CH, 2013)%°

1.4. La programacion mitocondrial como un vinculo entre la malnutricion en la vida
tempranay las alteraciones del metabolismo en la vida posterior

La restriccion proteinica en edades tempranas del desarrollo tiene multiples consecuencias; sin
embargo, poco se conoce de los mecanismos moleculares involucrados. Recientemente, se ha
postulado la programacion de la mitocondria como uno de los mecanismos que enlaza la
malnutriciéon durante el desarrollo temprano y la enfermedad del adulto. Esta propuesta esta
basada en que la mitocondria es el principal centro productor de energia y su funcion esta
regulada por los principales sensores de nutrimentos y energia celulares, asi como en

observaciones efectuadas en humanos y modelos animales, donde se han demostrado
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perturbaciones mitocondriales relacionadas a muchos de los estados patologicos ligados a la

programacion de la vida temprana (revisado a continuacion).

1.4.2. Disfuncién mitocondrial en el sindrome metabdlico y la diabetes tipo 2

Esta bien establecido que la disfuncién mitocondrial es un factor critico y comiin asociado con
casi todas las caracteristicas del SM (hipertension, resistencia a la insulina, hiperlipidemia), la
esteatosis hepatica y la DT2'". Los cambios en el potencial de membrana mitocondrial, la
reduccion en los niveles de ATP, la inhibicion del consumo de oxigeno mitocondrial y la
biogénesis mitocondrial reducida son algunas de las deficiencias mitocondriales descritas en

pacientes y modelos animales de dichos padecimientos’.

En 1963, se describié por primera vez la interaccion entre la disfuncion mitocondrial y la
resistencia a la insulina, una caracteristica central del SM’®. Posteriormente, se describi6 también
la alteracion de la funcion mitocondrial en el musculo de adultos mayores con resistencia a la
insulina, encontrandose disminucion en la produccion de ATP mitocondrial, reduccion del RNA
mitocondrial y menor actividad de los complejos respiratorios’’. Se ha planteado que esta
relacion se establece a través de defectos en la oxidacion de &cidos grasos en higado y musculo.
La acumulacion de acidos grasos libres y de DAG especificamente lleva a la activacion de la
cinasa de serina PKC, que fosforila al sustrato del receptor de insulina (IRS) en residuos de

serina, inhabilitando su funcion en la cascada de sefializacion de la insulina’.

En la enfermedad del higado graso no alcohdlico, que es considerada por algunos autores como
la representacion hepética del SM'8, se han demostrado actividades disminuidas de complejos
del STE e hiperacetilacion de proteinas mitocondriales que contribuyen a la disfuncion

mitocondrial en el higado”®.

La disfuncion mitocondrial también se ha asociado con la disfuncion endotelial, el desarrollo de
hipertension y la hipertrofia cardiaca. Se cree que los niveles elevados de ROS y RNS, asi como
las alteraciones en la dindmica mitocondrial son probablemente causa y consecuencia de la

hipertension 8.

Por otro lado, la disfunciéon mitocondrial esta relacionada con la deficiencia en la secrecion de
insulina por las células  pancreaticas. La liberacion de insulina dependiente del canal de potasio

sensible a ATP (KATP), requiere del aumento de la relacion ATP / ADP intracelular mediado
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por las mitocondrias, que conduce secuencialmente al cierre del canal KATP, la despolarizacion
de la membrana plasmatica, la apertura de canales dependientes de voltaje Ca’, incremento del
Ca?" intracelular y la eventual activacion de la exocitosis de los granulos de insulina. Cualquier

afectacion en la produccion de ATP puede generar defectos en la secrecion de insulina®l.

La secrecion deficiente de insulina y la resistencia a la insulina en musculo e higado forman parte
de la etiologia de la DT2. En pacientes con DT2, se han descrito defectos tanto en la funcion,
como en el niimero, tamafio y morfologia mitocondriales’. En el muisculo de estos individuos se
ha encontrado menor expresion de la ATP sintasa, actividad disminuida del complejo I
respiratorio y de la enzima citrato sintasa (reguladora del ciclo de Krebs), disminucion de la
eficiencia de la OXPHOS y mayor contenido de lipidos en los miocitos, con respecto a
individuos sin diabetes. Ademads de la disminucion del nimero y tamafio de los organelos y el

incremento de la proporcion de mitocondrias esféricas sobre mitocondrias alargadas’ ™.

1.5. La respuesta fisiologica al frio

En animales homeotermos, los mecanismos termogénicos permiten la supervivencia ante la

182, En respuesta a un ambiente frio o una caida en la

disminucién de la temperatura ambienta
temperatura corporal central, las sefales termosensibles se transmiten al hipotalamo. Estos
eventos conducen a una respuesta rapida del sistema nervioso simpatico (SNS) que provoca
escalofrios y vasoconstriccion. Simultdneamente, la activacion del eje hipotdlamo-hipofisis-
tiroides (HPT) conduce a un aumento en la liberacion de hormona liberadora de tirotrofina
(TRH) en la sangre portal, asi como a concentraciones séricas aumentadas de tirotrofina (TSH) y
de hormona tiroidea. La estimulacion por frio también aumenta las concentraciones plasmaticas
de otras hormonas, entre ellas la norepinefrina, el glucagon, la hormona del crecimiento, la
adrenocorticotropina (ACTH) y la insulina®. Estos cambios provocan una gama de respuestas
conductuales, fisiologicas y metabdlicas para prevenir la hipotermia, de las cuales la mejor
descrita es el aumento de la termogénesis en el tejido adiposo pardo (BAT). El BAT es activado
por el SNS durante la exposicion al frio y produce calor como resultado de la expresion

especifica de la proteina desacoplante 1 (UCP-1)%.

A pesar de que la produccion de calor se debe principalmente a la termogénesis en BAT, las
hormonas liberadas en respuesta al frio tienen efectos metabdlicos en diferentes organos y

sistemas. La exposicién al frio induce cambios metabodlicos concertados en el higado y el tejido
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adiposo blanco (WAT) que se encargan de la movilizacion de sustratos para la termogénesis. Los
acidos grasos y la glucosa son los principales combustibles termogénicos, por lo que el estrés por
frio da como resultado un aumento de la gluconeogénesis hepatica y una mayor sensibilidad a la

insulina®,.

Asi, se ha reportado que la activacion de BAT representa hasta el 40% del consumo total de
oxigeno durante la exposicion a bajas temperaturas, y que el resto del consumo energético ante

este estimulo es debido al incremento en la actividad de otros érganos.

A nivel mitocondrial, se ha reportado que la respuesta a la exposicion aguda al frio incluye la
formacion de crestas, la fusion y la biogénesis mitocondriales. Entre ellos, la formacion de
crestas mitocondriales y la fusion de mitocondrias, son eventos dependientes de activacion, por
lo que ocurren en tiempos cortos?> *°. La biogénesis mitocondrial, por otro lado, es un proceso
complejo, ya que implica la expresion coordinada de genes nucleares y mitocondriales, asi como
la importacion y ensamblaje de las diferentes subunidades de los complejos respiratorios, por lo

que requiere tiempos mayores® .

La formacion de crestas mitocondriales es un evento que tiene como consecuencia el ensamblaje
de supercomplejos mitocondriales y la dimerizacion de la ATP sintasa®” ®, Esto permite que la

circulacion de electrones de un complejo al siguiente y la OXPHOS sean mas eficientes®.

Por otro lado, la fusidn mitocondrial es una respuesta ante el estrés energético mediante la cual se
forman grandes redes interconectadas de mitocondrias, capaces de producir energia con mayor
eficiencia y las insuficiencias en la fusion mitocondrial se han relacionado con la fragmentacion
de la red mitocondrial. Las mitocondrias pequefas, generadas por fragmentacion de la red
mitocondrial, producen menor cantidad de energia y se han descrito en pacientes con obesidad y

DT2%,

La exposicion al frio estimula también la expresion de los componentes del sistema de transporte
de electrones y la ATP sintasa para incrementar la eficiencia de la OXPHOS (biogénesis
mitocondrial). La activacion de AMPK y del complejo mTOR regulan positivamente este

proceso® &6,
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2. ANTECEDENTES

Se estudio la programacion de la mitocondria previamente en un modelo de insuficiencia
uteroplacentaria provocada por ligadura de la arteria uterina, en el que se encontrd una reduccioén
cronica del ATP proveniente de la fosforilaciéon oxidativa en musculo. Esto compromete la
externalizacion del transportador de glucosa 4 (GLUT4), el transporte de glucosa y la sintesis de
glucégeno, contribuyendo a la resistencia a la insulina e hiperglucemia asociadas a DT2%.. En
relacion con las células B fetales se observo que la deficiencia energética induce la disfuncion
mitocondrial, provocando un aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
la reduccion de la produccion de ATP y la disminucion de los complejos I 'y III del STE, lo que

conduce al deterioro progresivo de las células B asociado a DT2%.

En el modelo de restriccion proteinica materna (RPM) se ha reportado una alteracion en la
e . . . 93 ; 94 : 2
expresion de genes mitocondriales tanto en musculo™ como en las células " en crias recién
nacidas y de 3 meses, respectivamente, y se ha descrito que la restriccion proteinica al 8%
solamente durante la gestacion, provoca disminucion en la produccion de ATP y aumento en la

produccion de ROS en el pancreas de crias machos a la edad de 3 meses®.

Se ha descrito que las mitocondrias renales de crias restringidas durante la gestacion tienen
capacidad respiratoria reducida por disminucién del EDO4% y se cree que esto esta relacionado
con la disminucioén del numero de mitocondrias, ya que hay evidencia de que, en un modelo de
IUGR por ligamiento de arteria intrauterina, el nimero de copias de mtDNA renal disminuye
progresivamente después del alumbramiento®’. En el higado fetal de cerdos, se ha reportado que

198

la RPM incrementa la expresion de genes codificados por el DNA mitocondrial®™ y, de forma

consistente en ratas recién nacidas, se ha descrito la sobreexpresion de genes mitocondriales®.

Asi, la mayoria de los estudios efectuados sobre la programacion de la mitocondria han tenido un
enfoque genomico, por lo que existen pocas o nulas aproximaciones desde una perspectiva
bioenergética. Ademas, se han realizado estudios que abordan el estado mitocondrial durante o al
final de la gestacion y en la adultez, pero no existe informacion acerca de lo que ocurre en la
infancia y hasta la aparicion de los diferentes padecimientos asociados a la malnutricion

temprana.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe evidencia de que la malnutricion durante la vida fetal y postnatal temprana predispone a
los individuos al desarrollo de SM, DT2 y ECV en la vida adulta, como fruto de la programacion
in utero, sin embargo, los mecanismos moleculares por los que esto ocurre no se conocen y

menos aun el papel que tiene la mitocondria en el desarrollo de la enfermedad.

4. JUSTIFICACION

La disfuncion mitocondrial estd ligada a enfermedades asociadas a la programacion fetal, entre
las que se incluyen: la hipertension, el higado graso y la DT2. El hecho de que las crias
restringidas presenten hiperfagia y que a pesar de ello mantengan un peso corporal reducido es el
principal indicador de las modificaciones efectuadas al metabolismo energético, sin embargo,
hasta ahora no se conoce el efecto de la restriccion proteinica materna en la funcion de las

mitocondrias de las crias.

5. HIPOTESIS

La capacidad de respuesta mitocondrial en las crias sometidas a condiciones de estrés es
modificada por una restriccion proteinica materna severa (6% de caseina) durante la gestacion y

la lactancia.

6. OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar la funcion mitocondrial en higado y rifidén en crias macho de ratas cuyas madres

fueron sometidas a restriccion proteinica durante la gestacion y la lactancia.
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Objetivos particulares

e (aracterizar bioquimica y somatométricamente a las crias machos en los dias P28 y P180

e Evaluar la funcion mitocondrial en los dias P28 y P180 postnatales en higado y rifion de
las crias macho en condiciones de estrés por frio

e Determinar la expresion de genes clave en el metabolismo energético: mTOR, AMPK y

UCP-2 en higado y rifion al final de la lactancia y en la adultez
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7. METODOLOGIA

7.1. Manejo de animales y grupos experimentales

Ratas hembras nuliparas y machos de la cepa Wistar fueron obtenidas de ENVIGO (México) y se
mantuvieron bajo condiciones controladas (22-24 °C y ciclos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad)
con acceso a agua y alimento ad libitum. Todos los procedimientos fueron aprobados por el
Comité de Etica de la Facultad de Quimica (CICUAL), UNAM (ANEXO 10.1).

Al alcanzar un peso de aproximadamente 220 g (~12 semanas), las ratas hembra se colocaron
toda la noche con machos de la misma edad en proporcion 3:1 y a la mafiana siguiente se
realizaron frotis vaginales para la identificacion de espermatozoides. El dia en que se confirm¢ la
presencia de espermatozoides (dia 0 de gestacion), las ratas se transfirieron a cajas individuales y
se seleccionaron al azar para conformar 2 grupos, los cuales se alimentaron ad libitum con una
dieta control (20% de proteina, “C”) o una dieta isocaldrica baja en proteinas (6% de proteina
“R”) durante la gestacion y la lactancia. Ambas dietas fueron adquiridas de ENVIGO, México
(TD.91352 y TD.90016) y se disefiaron de forma que contenian la misma cantidad de lipidos,
pero el contenido caldrico de la dieta baja en proteinas fue ajustado por adicidén de carbohidratos.
La composicion de las dietas se describe en la TABLA 3 y la formulacion se detalla en el ANEXO

10.2.

Tabla 3. Informacién nutrimental de las dietas empleadas

DIETA CONTROL RESTRINGIDA
Tk 20% de proteina 6% de proteina
ENVIGO TD.91352 TD.90016
Nutrimento % peso % calorias % peso % calorias
Proteinas 20.3 21.6 6.1 6.5
Carbohidratos 61.6 65.4 75.5 80.4
Lipidos 5.5 13.1 5.5 13.1

El dia del parto (OP), el tamafo de la camada se ajusté a ocho individuos (4 hembras y 4
machos). Las crias se destetaron a los 21 dias de edad (21P) y recibieron una dieta de

mantenimiento Chow por el resto del experimento. FIGURA 5.
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DESTETE
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Figura 7. Diagrama general de trabajo.

Al llegar el dia 28 posnatal (P28), se sacrificaron tres machos de cada camada para realizar el
estudio de la funcion mitocondrial. Un macho por camada continud su desarrollo y su estado

mitocondrial fue evaluado al cumplir 180 dias de edad (P180).
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7.2. Obtencion de muestras bioldgicas

Las crias de P28 y P180 fueron sacrificadas. Las crias de P28 se colocaron en ayuno por 8 horas,
que es suficiente para ratas infantes y evita el estrés de estos animales, mientras que las crias de
P180 ayunaron 12 horas. Los individuos de la mitad del total de camadas fueron colocados, por
una hora, en una camara de frio (5.5 = 0.5 °C) ubicada en un cuarto contiguo al area de sacrificio,
mientras que la otra mitad se mantuvo a temperatura ambiente. Inmediatamente después de
concluir el tratamiento, las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico y se procedid a la
recoleccion sanguinea por puncion cardiaca. Posteriormente, se disectaron el higado y el rifién, y
se registraron los pesos correspondientes. El manejo de los érganos el dia del sacrificio fue el
siguiente:

Higado: aproximadamente 1 cm?® proveniente del 16bulo medial izquierdo fue empleado para el
aislamiento de mitocondrias. Otra fraccion de la misma zona se almacen6 a -70 °C.

Rifién: Un rifion completo fue destinado al aislamiento de mitocondrias mientras que el otro se

almaceno a -70 °C.

7.3. Medidas somatomeétricas y analisis de composicién corporal

Durante la gestacion y lactancia se registro el peso y el consumo de alimento de las madres. En el
caso de las crias, se llevo a cabo un monitoreo del peso, la talla, el perimetro abdominal (PA) y el
diametro cefalico. La talla se consider6 como la distancia de la nariz a la punta de la cola. Las
ratas que por alguna razén perdieron la punta de la cola no fueron consideradas. El perimetro
abdominal se tomo de la parte mas prominente del abdomen. El didmetro cefélico corresponde a

la distancia de oreja a oreja obtenida con un Vernier.

Ademas, se realizd un analisis de la composicion corporal tanto de las madres al final de la
lactancia como de las crias en los dias 28P y 180P, utilizando un densitdmetro 6seo de rayos X

basado en CORE (Lunar iDXA, GE Healthcare). FIGURA 8.

7.4. Analisis de la composicion de la leche materna

A las 12:00 horas del dia 21 postnatal las madres fueron separadas de las crias y se mantuvieron
aisladas por las siguientes cuatro horas. Pasado este tiempo, se anestesiaron con pentobarbital
sodico y se les administrd oxitocina (15 UI) por via intraperitoneal. La leche se recolectd y se

almacend a -20°C hasta su analisis. Se determiné el contenido de carbohidratos reductores por el
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método de DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico) empleando una curva estdndar de lactosa; el
contenido de lipidos por una modificacion al método de Gerber y las proteinas totales por el

método de micro-Kjeldhal. (SUPLEMENTARIO 11.2).

Composicién

- Tejido Masa total Region| Tejido| Giasa| Magro| CMO| Grasa libre
Hemon (%Grasa)| Ce™ (ke) (%Grasa) (@) (9) (2) f(9) (a)
Brawo Izq 556 - 0.015 535 15 8 7| 06 7
Piema lzq. 54.0 - 0.002 51.7 2 1 1 0.1 1
Tronco lzq. 438 - 0.061 4786 60 25 3 15 32
lzquierdo Total 50.0 - 0.087 483 85 42 42| 23 45
Brazo Derecho 557 - 0.016 535 16 S 7 0e 2
Piema Dcha. 53.7 - 0.003 50.1 3 2 1 0.2 2
Tronco Dcho. 487 - 0.064 474 62 30 32 1.8 34
Derzcho Total 50.0 - 0.092 481 88 44 44 35 48
Brazos 556 - 0.032 h35 30 17 13 12 15
Piemas 53.8 - 0.006 508 5 3 2| 03 3
Tronco 438 - 0.125 475 122 59 62| 33 66

Figura 8. Andlisis de composicion corporal. Se ilustran el densitometro de rayos X empleado (iDXA) y un
ejemplo de los resultados del analisis efectuado a una de las crias.

7.5. Ensayo de tolerancia a la glucosa oral

Ratas machos de 180 dias de edad se colocaron en ayuno por 12 horas. La concentracion basal de
glucosa se midi6 utilizando un glucometro BAYER Contour TS. En seguida, se administrd una
solucion de glucosa por via oral, en una dosis de 200 mg/kg de peso corporal y se tomo la lectura

de la concentracion de glucosa a los 30, 60, 90 y 120 minutos posteriores.

7.6. Determinacion de parametros bioquimicos en sangre

Los sueros se obtuvieron por centrifugacion y se almacenaron a -20°C hasta su andlisis. Se
determind la concentracion de glucosa, triglicéridos, colesterol y albimina usando Kkits
comerciales (GLUCOSE-LIQ, TRIGLYCERIDE-LIQ y CHOLESTEROL-LIQ de SPINREACT,
Espana). La concentracion de insulina se determiné por la técnica de ELISA empleando un kit

para insulina de rata (Alpco, Windham, NH). SUPLEMENTARIO 11.3.
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7.7. Evaluacion de la funcién mitocondrial

7.7.1. Aislamiento de fraccién mitocondrial

Centrifugar

Centrifugar | Recolectar
9,000 rpm/10 min

2,000 rpm/10 min sobrenadante

| C
— — — S _
RS
o N
o
‘g =
53
2
[}
l o
) | | |
‘ l — 1% ' — } — ‘ }
Preparar gradiente gk Centrifugar Lavary centifugar !
de Percoll g =3 10,000 rpm/15 min fase inferior |
T~
a <
~

v

Figura 9. Aislamiento de mitocondrias por centrifugacion diferencial. Se muestra el flujo de trabajo partiendo
del homogenizado de higado o rifidon con buffer A. Se empled Percoll al 24% para la separacion de mitocondrias de
rifién y al 30% para higado.

Las fracciones mitocondriales de higado y rifion se aislaron por centrifugacion diferencial con
gradientes de Percoll®, utilizando un método descrito anteriormente®®. (FIGURA 9.) Los 6rganos
recién disectados de cada rata fueron enfriados inmediatamente por inmersion en medio de
aislamiento “A” (D-manitol 225.0 mM, sacarosa 75.0 mM, EDTA 1.0 mM, HEPES 5.0 mM,
BSA al 0.1%, pH = 7.2) en hielo. El tejido se homogeneiz6 con 2.0 mL de medio de aislamiento
“A” en un homogeneizador con mortero de teflon. El homogeneizado se centrifugé durante 10
minutos a 2,000 rpm a 4°C y el sobrenadante se volvio a centrifugar a 9,000 rpm por 10 minutos.
El boton (pellet) resultante se resuspendi6 cuidadosamente en 100 pLL de una solucion de Percoll
al 12% en medio de aislamiento “A”. Posteriormente, el homogeneizado proveniente de las crias
de 28 dias (pool por camada) o de una cria de 180 se colocd cuidadosamente sobre una cama de
1.4 mL de Percoll al 30% para higado y 24% para riiién, generandose 2 fases. Las muestras se
centrifugaron a 10,000 rpm por 15 minutos y se conservo la fraccion de la parte inferior del tubo.
Esa fraccion enriquecida en mitocondrias se lavo en medio de aislamiento “B” (Medio A sin
BSA ni EDTA) y se centrifugé nuevamente a 9,000 rpm por 5 minutos. El pellet resultante se
resuspendié en medio de aislamiento B (80.0 -100.0 pL).

La concentracion de proteina mitocondrial se cuantificoé por el método de Bradford (ANEXO

11.4).
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7.7.2. Respirometria y potencial de membrana mitocondriales

La determinacién del consumo de O> por las mitocondrias se realizé utilizando un sistema para
respirometria de alta resolucion OROBOROS (FIGURA 10.) con camara de agitacion y
temperatura constante (37 °C). De manera simultanea se llevdo a cabo la evaluacion de los
cambios en el potencial de membrana mitocondrial por un método indirecto previamente

100

descrito™™", en el que se detectan los cambios en la fluorescencia emitida por la safranina O, un

compuesto cationico liposoluble sensible al potencial.

Edo. 3

c 160+ 5 10885 =
o : ] v. | [Safranina O]
g 2 o 1503 : 315 3£ (¥ 02
=) . o=
c S5 1401 H oo . : Flujo Saf O/masa
g% = . k=X Y,| Flujo 02/V ! ]
£ 130 : 212 Z8 [
S : : : 0

0:00 : i0:05 0:10 :
c - : Tiempo (minutos) : =,
B 7+ : : 384 %5
§ _E s 207 l_ \ * - Potencial -1 ’P_E | 192 E .;E
£ E . : P . MPoterigia ~ L
g£= 104 A =\_maEmm° —— fmnm El, S
o n . . ? - =
© O e 38y T T

0:00 : i 0:05 0:10 :
E Tiempo (minutos)
: Sustiatos Af)P ccep
: Mitocondrias

Safranina O

Figura 10. Medicion de la tasa de consumo de oxigeno y de la generaciéon de potencial de membrana en
mitocondrias aisladas. Se indican las muestras y reactivos anadidos secuencialmente y cambios observados en la
concentracion de oxigeno (grafico superior) y fluorescencia de Safranina O (grafico inferior).

El estudio se inici6 colocando 2.0 mL de medio de respiracion (sacarosa 200.0 mM, KCI 25.0
mM, KoHPOs 2.0 mM, HEPES 5.0 mM, 0.1% de BSA libre de acidos grasos y MgCl> 5 mM,
pH=7.4) en la camara del equipo, con agitacién y temperatura constantes. Después de un periodo
de estabilizacion, se inyectaron 1) una solucion de safranina O para alcanzar una concentracion

25 uM vy ii) una muestra de mitocondrias aisladas (~30 pg de proteina total).

Para activar la cadena de transporte de electrones, se adicionaron sustratos respiratorios del
complejo 1 (0.125 M de glutamato y 0.75 M de malato de sodio) o del complejo II (succinato 0.7
M adicionado con el inhibidor de complejo I rotenona 1 pg/mL). Posteriormente, se afiadi6 ADP

en una concentracion limitante (200.0 pM), para promover la formacion de ATP y el consecuente
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incremento en el consumo de oxigeno. Por ultimo, se provocé la disipacion del potencial de

membrana por adicion de CCCP (0.2 uM).

Las velocidades de respiracion se expresaron en pmol de oxigeno/segundo/miligramo de proteina
(ng/min/mg) y el indice de control respiratorio mitocondrial (ICR) se calculé como el cociente
EDO3 / EDO 4. La medida relativa del potencial de membrana se expresa como la safranina
medida al adicionar CCCP, menos la safranina tras la adiciéon de sustratos, entre los mg de

proteina mitocondrial (AuM = (uUMcccp-uMs) /mg proteina).
7.7.3. Actividad de la ATP sintasa

La actividad de la ATP sintasa se midio indirectamente a través de un ensayo de cinética
enzimatica basado en que el ATP producido en la mitocondria puede ser utilizado por la
hexocinasa para fosforilar a la glucosa, obteniéndose glucosa-6P. Si a su vez, la glucosa-6P se
oxida por la glucosa-6P deshidrogenasa (G6PDH) se produce NADPH por reducciéon del
NADP?, el cual puede cuantificarse por espectrofotometria UV-vis (340 nm)'%°. Para descartar la
fraccion de ATP producido por fuentes diferentes a la ATP sintasa, también se sigue la cinética
después de anadir oligomicina (inhibidor de la enzima) y se calcula la diferencia entre ambas

condiciones.

Hexocinasa Glucosa-6 G6PDH 6-fosfoglucono-6-

Glucosa
% < fosfato 7 < lactona

ATP ADP NADP*  NADPH

El ensayo se llevo a cabo en placas de 96 pozos, utilizando un lector de placas Sinergy H1
(BIOTEK) a 37 °C. En cada pozo se colocaron 190.0 uL. de mezcla de reaccidén fresca que
contenia: hexocinasa 4.5 U/mL, G6PDH 2.0 U/uL, glucosa 22.0 mM, NADP" 1.4 mM y
sustratos (glutamato-malato o succinato) y 5.0 uL del aislado mitocondrial. En el experimento se
monitoreo la absorbancia a 340 nm bajo las siguientes condiciones: 1) condiciones basales, i) tras
la adicion de ADP y iii) 10 minutos después de agregar oligomicina. Cada una de las condiciones
se siguid por 3 minutos con lecturas cada 30 segundos. La actividad total de la enzima se calculd
como la actividad sin inhibidor menos la actividad enzimatica con inhibidor presente. La

actividad de la enzima se calculd como:
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{:ﬂ]gprar Wenappn.

Siendo enapph el coeficiente de extincion molar del NADPH= 6.22 mM'cm™

7.8. Evaluacion de la expresion a nivel de mensajero de sensores energéticos: AMPK y
mTOR

7.8.1. Extraccion de RNA total

El RNA total de higado y rifion se obtuvo por el método de TRIzol cloroformo.

En un tubo se colocaron 70 mg de higado o 30 mg de rifion con 750.0 uL de TRIzol (Gibco). Se
homogeneizd completamente y se dejé reposar 5 minutos. Se adicionaron 150.0 pL de
cloroformo (SIGMA), se agit6 vigorosamente y se incubd por 15 minutos a temperatura
ambiente. El tubo se centrifugé 10 minutos a 12,000 rpm. Luego de centrifugar, se conservo la
fase superior (incolora) que contenia el RNA, el cual se hizo precipitar con 500.0 pL de
isopropanol. EI RNA se aisl6 por centrifugacion a 12,000 rpm por 10 minutos y se lavo 3 veces
con etanol al 75% en agua DEPC (inactivador de RNasas). Finalmente, se elimino el etanol del

botdén obtenido y se disolvid en agua libre de RNasas.

7.8.2. Cuantificacion de RNA y obtencion de cDNA

El RNA obtenido se cuantificd utilizando un Nanodrop (Thermo Scientific). La integridad se
confirmo en un gel de agarosa al 1%. La retrotranscripcion se realizé usando el Kit SuperScript®
IIT Reverse Transcriptase (Invitrogen) segin las instrucciones del fabricante. E1 ¢cDNA se

almaceno a -20°C hasta su uso.

7.8.3. Estudio de la expresidn génica por gPCR

La evaluacion de la expresion génica se llevo a cabo a través de la cuantificacion relativa de los
niveles de RNA por PCR cuantitativa (qPCR) utilizando un equipo LightCycler 2.0. La expresion

2-AACt

relativa se obtuvo por el método , considerando al gen G6pdh como constitutivo.

7.9. Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media =+ el error estdndar (EE). El valor de n indica el nimero de
madres o camadas evaluadas en cada medicion. Los datos se analizaron con las medias de las
crias de cada camada usando el programa estadistico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software,
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Inc., California, SD, EUA). Los datos fueron analizados empleando una t-student con
comparaciones dirigidas entre individuos con el mismo tratamiento. Las diferencias se

consideraron significativas con un valor de P<0.05.
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8. RESULTADOS

8.1 Madres: peso corporal y consumo de alimento durante la gestacion y la lactancia

Nuestro trabajo de investigacion comenzo con la observacion de los cambios en el peso y en los
patrones de alimentacion de las madres R y C (6% y 20% de proteina, respectivamente), debido a
que las condiciones del medio intrauterino y de la produccion lactea se establecen de acuerdo con

la nutricion y el metabolismo de la madre.

En la TABLA 4, todas las ratas empleadas para este trabajo tenian un peso similar al inicio de la
gestacion (C: 224 = 8 g, R: 226 + 6 g, n= 10) y consumieron la misma cantidad de alimento
durante los 21 dias de gestacion (~18 g). Sin embargo, a pesar de que las dietas administradas
fueron isocalodricas, la ganancia de peso al final de la gestacion fue menor para las madres R que
para las madres C (P<0.05). Esta diferencia se mantuvo después del alumbramiento, aunque no
se observo diferencia en el tamano de la camada de ambos grupos (C: 10.8 £ 2.0, R: 9.8 = 1.9

crias).

Interesantemente, a partir del inicio de la lactancia, las madres R comenzaron a disminuir su
ingesta alimentaria (FIGURA 11), que represent6 una reduccion del 48 % en el dia 14 de la
lactancia (dia de maxima produccion lactea), con respecto a las madres C. La consecuencia
inmediata para las madres R fue una pérdida de peso gradual durante este periodo. Mientras las
madres C conservaron el peso con el que iniciaron la lactancia, las madres R perdieron ~12% del

peso corporal inicial.

Los resultados del analisis de composicion corporal de las madres (el primero realizado en el
modelo de RPM severa) muestran que la pérdida de peso experimentada por las madres R
corresponde casi exclusivamente al detrimento de tejido muscular. Como se puede observar en la
TABLA 4, la masa muscular de las madres R fue ~45 g menor que la de las madres C, mientras
que la masa de tejido graso permanecid sin cambios importantes con respecto al grupo C. Asi,
aunque el porcentaje de grasa parece ser mayor para las madres R, este cambio podria ser
consecuencia de la disminucion del porcentaje de musculo y no del aumento de la lipogénesis en
estos animales.

En la TABLA 5, los cambios en el peso y la composicion corporal materna no se vieron reflejados
en la composicion de la leche, ya que las concentraciones de carbohidratos, lipidos y proteinas

fueron similares entre la leche de las madres R y C.
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Tabla 4. Monitoreo de las madres durante la gestacién y la lactancia

Gestacion Dia C R
1 223.6+7.9 226.1 £6.2
Peso corporal de las madres (g) 21 | 3214+103 | 2955+6.9*
Ingesta de alimento de las madres (g/dia) | 1-21 17.9+0.4 18.1+0.3
Crias por camada 10.8+2.0 9.75+1.98
Lactancia Dia Cc R
1 233.5+8.3 212.7+£7.1*
Peso corporal de las madres (g) 3 2414569 186.8 £ 5.0%
Ingesta de alimento de las madres (g/dia) ;‘ 34112 i 142‘ 3;:2-; i 22:
Masa magra (g) 21 159.2 +£5.1 1146 £4.7*
Masa magra (%) 21 66.3+1.8 61.6+3.0
Masa grasa (g) 21 81.2+3.3 72.6+4.2
Masa grasa (%) 21 33.7+1.8 384 +3.1
DMO (mg/cm?) 21 119+3.0 119+£22

C grupo control (20% proteina); R grupo restringido (6% de proteina); Gestacion: Dia 1: inicio de la
gestacion; dia 21: dia del nacimiento; Lactancia: Dia 1: inicio de la lactancia; dia 14: dia de maxima
produccion lactea; dia 21: dia del destete. DMO: Densidad de masa 6sea Los resultados se expresan como
media + EE, n=10. El andlisis estadistico se realizdo mediante una t-student, * indica diferencia significativa
(p<0.05).

a) b)

g 20 g Control = 607 _g Control
. Restringida [ - Restringida
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g E 404
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2 £ 20
= - 8
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Figura 11. Monitoreo de las madres durante la lactancia; a) Diferencia de peso de las madres de los dos
grupos entre los dias 0 y 21 de la lactancia b) Alimento consumido por las madres de los dos grupos durante
la gestacion y la lactancia. C grupo control (20% proteina); R grupo restringido (6% de proteina). Los
resultados se expresan como media £ EE (n=10), El analisis estadistico se realizé mediante un analisis t-
student *, indica diferencia significativa (p<0.05)

Tabla 5. Composicién de leche materna al final de la lactancia.

Nutrimento C R
Carbohidratos (%) 5.67+£0.79 5.46 £0.62
Lipidos (%) 4.29 £0.64 4.68 £0.31
Proteinas (%) 4.83 +£0.36 4.35+0.18

C grupo control (20% proteina); R grupo restringido (6% de proteina); Los resultados se expresan como
media = EE, n=5. El andlisis estadistico se realiz6 mediante una t-student, * indica diferencia significativa
(p<0.05).
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8.2. Caracterizacion del fenotipo de las crias

8.2.1. Estructura corporal

Al nacimiento, las crias de madres R mostraron menor peso (75%) y talla (88%) que las crias C,
sin cambios significativos en el didmetro abdominal y el perimetro cefalico (TABLA 6). La
extension de la restriccion proteinica a la lactancia provoco que las crias mantuvieran una tasa de
crecimiento menor al grupo C durante este periodo (FIGURA 12), de forma que en el dia P28 el

peso de las crias R representd solamente el 41% del peso de las crias C.

Hacia el dia P180, las crias R continuaron teniendo un peso corporal reducido (p<0.05) a pesar
de haber consumido la misma dieta que el grupo C a partir del destete. La talla, que era menor en
el dia P28 (~82%), mostrd el mismo patron hacia el dia P180; sin embargo, el cambio no fue
estadisticamente significativo. El cociente cefalico-abdominal, un pardmetro que ayuda a evaluar
la severidad de la malnutricion, fue calculado al nacimiento y en los dias P28 y P180, pero en

ninguno de los tiempos se encontraron cambios en este parametro (TABLA 6).

&l
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Figura 12. Ganancia de peso de las crias de los dos grupos durante la lactancia. C grupo control (20%
proteina); R grupo restringido (6% de proteina); Los resultados se expresan como media £ EE (n=10), El
analisis estadistico se realiz6 mediante una t-student, * indica diferencia significativa (p<0.05).

43



Tabla 6. Parametros somatométricos de las crias machos

Parametro Lz C R
postnatal
1 7.0+ 0.66 5.2 +0.34*
Peso corporal (g) 28 68.4 +7.99 36.1 + 2.44*
180 395+ 14 320 +6.0*
1 7.8+0.32 7.0 +0.38*
Talla (cm) 28 23.6+0.78 19.3 + 0.50*
180 456+1.5 4236+2.4
Dié bdominal 1 4.6+0.19 4.3+0.25
‘ametr(oc;‘l) omina 28 9.6+ 0.66 7.7 +0.22%
180 20.6+0.3 184 +0.1
Peri fali 1 10.6 £0.07 10.5+£0.06
erimetro cetalico 28 199+ 1.56 193+ 1.14
(mm)
180 3.8+0.1 3.6+0.1
Coci fali 1 0.23 £0.01 0.24 +0.01
octente cefalico 20 0.21 % 0.02 0.25 + 0.02
abdominal
180 0.18+0.1 0.20+0.1

C grupo control (20% proteina); R grupo restringido (6% de proteina). Los resultados se expresan
como media £ EE (n=10), El analisis estadistico se realiz6 mediante un analisis t-student *, indica
diferencia significativa (p<0.05)

En la TABLA 7, el anélisis de composicion corporal reveld que a pesar de que las crias R son
aparentemente delgadas, presentan un porcentaje de grasa 8% superior al grupo C en el dia P28
y, consecuentemente, el porcentaje de musculo de estos animales es menor. Ademas, en las
crias R de esta edad, la densidad de masa 6sea (DMO) fue significativamente menor que la del
grupo C. No obstante, los resultados de la evaluacion de las crias de P180 no dejaron ver

cambios significativos en el porcentaje de grasa, musculo o DMO.

Tabla 7. Composicién corporal y peso relativo de érganos de crias machos

Pars \G Dia P28 Dia P180
arametro\Grupo C (n=13) R (n=11) C (n=10) R (n=10)
Peso corporal (g) 68.4 + 8.0 36.1 +2.4* 395+ 14 320 £ 6.0*
Tejido magro (%) 59.1 +0.45 51.2 + 4.6* 49+44 52+£3.0
Tejido graso (%) 409 +1.5 48.8 + 4.6* 51+43 48+ 2.9
DMO (mg/cm?) 78+2.9 61 +2.0* 158 £6.2 149 £4.7

Peso relativo de los 6rganos
Péancreas 0.44 +0.09 0.42 +0.07 0.249 + 0.05 0.216 +£0.27
Higado 3.56 £0.51 3.75+0.78 2.46+0.07 2.35+0.06
Rindn 0.89 +0.07 0.92+0.16 0.514+0.07 0.510+£0.10
Cerebro 1.75+£0.21 2.89 £ 0.33* 0.37+£0.12 0.44+0.17

C grupo control (20% proteina); R grupo restringido (6% de proteina). Los resultados se expresan como
media £ EE (n=10), El andlisis estadistico se realizd6 mediante un analisis t-student *; indica diferencia

significativa (p<0.05)
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Respecto al tamafio de los organos, en el dia P28, el peso neto del higado, el rifion y el pancreas
de crias R fue significativamente menor que el de los animales C, mientras que no se registraron
cambios en el peso del cerebro (resultados no mostrados). Sin embargo, al realizar el ajuste del
peso del 6rgano con relacion al peso corporal (peso relativo= peso Organo/peso corporal) se
encontro que el tamano del higado, el rifion y el pancreas guard6 la misma proporcion entre crias
R y C, y el cerebro de las crias R superaba la proporcion observada en los animales C (TABLA 7).

En las crias de P180, la proporcion de todos los 6rganos fue la misma entre los grupos.

8.2.2. Pardmetros bioguimicos

La caracterizacion bioquimica se realizé evaluando las concentraciones de glucosa, triglicéridos,

colesterol, insulina y albumina en el suero de las crias en los dias P28 y P180 (TABLA 8).

Las crias R de P28 y P180, tienden a presentar menores concentraciones de glucosa e insulina

sérica que las crias C, aun cuando no existe diferencia estadistica en dichos parametros.

Como se puede apreciar en la FIGURA 13, al efectuar la prueba de tolerancia a la glucosa oral en
el dia P180 se encontrd que la concentracion de glucosa sanguinea tiende a disminuir mas
rdpidamente en las crias R, a pesar de que la comparacion del area bajo la curva (ABC) obtenida

para cada grupo no fue diferente.

Con el proposito de revelar alteraciones metabdlicas fruto de la programacion in utero en
condiciones de restriccidn proteinica materna, se utilizd el estrés por frio. Mediante esta
estrategia, se observod que las crias R sometidas a estrés por frio durante una hora (RF) tuvieron
una disminucion importante en los niveles de insulina en ambas edades (TABLA 8). En el dia P28,
la concentracion de glucosa sérica del grupo RF mantuvo el mismo comportamiento que el grupo
R. Sin embargo, el estrés por frio provocd que la tendencia en la concentracion de glucosa se
invirtiera en el dia P180, y que las crias RF de esta edad presentaran una concentracion de

glucosa por encima del grupo CF, aunque este cambio no resulté significativo.

No se observaron cambios en las concentraciones de triglicéridos, colesterol ni albimina en

respuesta al tratamiento térmico en las edades estudiadas.
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Tabla 8. Parametros bioguimicos de las crias machos de 28 y 180 dias

Dia P28
Parametro\Grupo C (n=6) R (n=6) CF (n=7) RF (n=5)
Glucosa (mg/dL) 176 + 8.8 157+ 11 175+ 18 140 + 18
Triglicéridos (mg/dL) 86 +4.3 92+2.8 88+ 2.1 95+4.4
Colesterol (mg/dL) 44+ 1.7 50+2.8 47+2.3 51£29
Albumina (mg/dL) 3.6+0.1 3.5+0.2 3.5+0.3 3.6+0.2
Insulina (ng/dL) 0.38 +0.078 0.29 £+ 0.087 0.51 +0.076 0.13+0.03
Dia P180
Parametro\Grupo C (n=5) R (n=5) CF (n=5) RF (n=5)
Glucosa (mg/dL) 198 + 12 173 +9.1 159+ 11 194+ 19
Triglicéridos (mg/dL) 77+ 1.5 80+ 6.9 59 +3.7 68 + 14
Colesterol (mg/dL) 41+54 40+2.2 32+2.8 46 £ 4.5
Albumina (mg/dL) 3.8+0.3 34+0.2 39+0.1 3.7+0.1
Insulina (ng/dL) 2.7+0.10 1.8+0.15 2.8+0.02 0.69 + 0.05*#

“C” grupo control (20% proteina); “R” grupo restringido (6% de proteina). “CF” grupo control expuesto al
frio; “RF” grupo restringido expuesto al frio. Los resultados se expresan como media + EE, El analisis
estadistico se realiz6 mediante un analisis t-student *, indica diferencia significativa contra grupo C. #, indica
diferencia significativa contra grupo R (p<0.05)
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Figura 13. Prueba de tolerancia a la glucosa oral a los 180 dias postnatales. C grupo control (20%); R grupo
restringido (6% de proteina); Los resultados se expresan como media + EE (n=5), El analisis estadistico se realizo

mediante analisis t-student, * indica diferencia significativa entre grupos (p<0.05).

8.3. Expresion de los sensores energéticos AMPK y mTOR

A continuacion, se evaluo el efecto de la RPM en la expresion de los sensores energéticos AMPK
y mTOR, por su posible participacion en la adaptacion metabolica ante la limitacion de

nutrimentos y por su papel en la regulacion de la funcion mitocondrial.

En la FIGURA 14A se muestra que la expresion hepatica de AMPK del grupo R fue ~50% menor
respecto a C en el dia P28. En este periodo, la exposicion aguda al frio ocasion6 que CF

incrementara tres veces la expresion obtenida para C (p<0.05). El grupo RF tuvo una respuesta
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similar, triplicando la expresion del grupo R. No obstante, la expresion del grupo RF fue
solamente la mitad de la obtenida para CF. En P180, la expresion de AMPK continud siendo
menor para R que para C (~70%). En esta edad, el efecto de la estimulacion por frio sobre
AMPK fue menor que en P28, con un ligero incremento de transcrito para CF y RF respecto a C

y R de P180, que no fue significativo.

En la FIGURA 14C se observa que la expresion de mTOR, evaluada en el mismo tejido, mostro
una reduccion de la expresion en las crias R, que se detectd en el dia P28 y se mantuvo hasta el
dia P180. Para este gen, la exposicion al frio no ocasiond cambios significativos en la expresion

hepatica de las crias CF y RF respecto a sus contrapartes de temperatura ambiente.
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Figura 14. Expresion de RNAmM de AMPK y mTOR en higado y rifién de crias machos de ratas alimentadas con
una dieta control (20% proteina) o restringida (6% proteina) a los 28 o 180 dias de edad. “C” control, “R”
restringida, “CF” control expuesta a frio; “RF” restringida expuesta a frio. A) Expresion hepatica de AMPK; B)
Expresion renal de AMPK; C) Expresion hepatica de mTOR; D) Expresion renal de mTOR. Los resultados se

expresan como media £ EE (P28 n=5, P180 n=5). El analisis estadistico se realiz6 mediante una t-student. *
diferencia contra grupo C, # diferencia contra grupo R (p<0.05).

En rifidn, la expresion de AMPK del grupo R de P28 present6 una reduccion del ~30% respecto a
C (FIGURA 14B). Las crias RF y CF de P28 tuvieron niveles de expresion similares entre ellas. Al
dia P180, no se observo diferencia alguna entre los niveles de transcrito de los grupos R y C. No
obstante, tras la exposicion al frio, el grupo CF aument6 4 veces la expresion de C (p<0.05),

mientras que el aumento de RF fue solamente 2.5 veces la expresion del grupo R.
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Respecto a mTOR (FIGURA 14D), en el dia P28, la expresion renal del grupo R fue ~60% la del
grupo C, aunque este cambio no fue significativo. En respuesta al frio, las crias CF de P28
llegaron casi a duplicar la expresion obtenida para C, sin embargo, no se observo cambio alguno
para las crias RF de esta edad. En animales adultos, la expresion de mTOR del grupo R fue
menor que la de C (p<0.05). Interesantemente, bajo condiciones de estrés por frio los grupos RF

y CF tuvieron una respuesta equivalente.

8.3. Efecto de la dieta materna en la respiracion y la generacion de potencial de
membrana

Posteriormente se determiné si la deficiencia de proteina materna afecta la respiracion y la
generacion de potencial de membrana mitocondriales en respuesta al estrés inducido por frio en
mitocondrias aisladas de higado y riiién. La evaluacion se realizd empleando sustratos

especificos del complejo I (malato-glutamato) y del complejo II (succinato).

8.3.1. Higado

28 dias

El indice de control respiratorio (ICR) obtenido al evaluar las mitocondrias aisladas de higado de
crias R de P28 no fue diferente respecto al grupo C (FIGURAS 15A-p28 Y 15B-r28). En esta edad,
las velocidades de consumo de oxigeno estimulado por ADP (EDO 3) y del estado desacoplado
(EDO4) de R y C no mostraron diferencias significativas al alimentar el sistema de transporte de
electrones por los complejos I y II (FIGURAS 15B, 15C, 15F Y 15G). Cuando las crias fueron
sometidas a estrés por frio, los animales CF tuvieron un incremento del ~40% en la velocidad del
EDO3 respecto a C al emplear malato-glutamato como sustrato (p<0.05); sin embargo, este
comportamiento no se observo en las crias RF (FIGURA 15B). El EDO4 no registr6 cambios para
CF ni RF de P28 (FIGURA 15C). Asi, el cambio en la respuesta del EDO3 fue suficiente para que
el ICR calculado para el grupo RF se redujera un 23% respecto a CF (FIGURA 15A).
Interesantemente, la adicion de succinato como sustrato generd una reduccion similar del ICR,

pero la diferencia no tuvo una significancia estadistica (FIGURAS 15B, 15F Y 15G).

En cuanto al potencial de membrana, no se encontraron cambios significativos entre los grupos

estudiados en este tiempo (FIGURAS 15D Y 15H).
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180 dias

Los resultados de la evaluacion de la funcién mitocondrial en ratas adultas muestran que las crias
R cuentan con un ICR ~22% menor que los animales C al alimentar el sistema de transporte de
electrones a través del complejo I (FIGURA 15A-P180). De acuerdo con la FIGURA 14B, las crias R
de P180 presentan una reduccion del 18% en la velocidad del EDO3 en relacion con las crias C,
al utilizar malato-glutamato como sustrato (p<0.05), pero no se observaron cambios
significativos en el EDO4 (FIGURA 14C). Esta tendencia también se observd al usar succinato

como sustrato, pero no hubo ningiin cambio significativo.

Tras la exposicion al frio, el ICR del grupo RF de P180 fue 18% menor que el de CF al utilizar
malato glutamato (FIGURA 15A). Las crias RF tuvieron una reduccion no significativa del 14% en
la velocidad del EDO3 (FIGURA 15B) y mostraron un ligero incremento de la velocidad del EDO4
respecto a CF de la misma edad (FIGURA 15C). Al emplear succinato como sustrato del complejo
IL, se observo el mismo comportamiento, de forma que las crias RF tuvieron un ICR 24% menor

que el obtenido para CF.

Respecto al potencial de membrana, las crias R de P180 tuvieron valores ligeramente menores
que el grupo C al emplear ambos sustratos, tanto en temperatura ambiente como en condiciones
de estrés. Sin embargo, los resultados no arrojaron diferencias significativas entre los grupos

(FIGURA 15D Y 15H).
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8.3.2. Rifién

De acuerdo con la oximetria, las mitocondrias renales de las crias R no mostraron defectos en su
capacidad respiratoria en el dia P28 (FIGURA 16A Y 16B). En esta edad, no se registraron cambios
significativos en la velocidad del EDO3 entre los grupos R y C, pero, interesantemente, la
velocidad del EDO4 fue ligeramente menor para las crias R que para C (p>0.05), al evaluar la

respiracion con ambos sustratos (FIGURA 16C Y 16G).

Tras el tratamiento en frio, las crias CF de P28 tendieron a incrementar de forma paralela su
velocidad del EDO3 y del EDO4, usando glutamato-malato como sustrato (FIGURAS 16B Y 16C).
Aunque estas velocidades tendian a ser menores en las crias RF, el ICR entre los dos grupos fue
similar. Al usar succinato, por otro lado, se observé que las crias RF tuvieron un decremento no
significativo del EDO4 (33%) respecto a CF, sin registro de cambios en el EDO3 (FIGURAS 16F Y
16G). En P180, el ICR de las crias R permaneci6 sin cambios significativos en relacion con C
(FIGURA 16A). Al igual que en el dia P28, no se registraron cambios significativos en el EDO3
respiratorio (FIGURA 16B Y 16F). Sin embargo, en esta edad, la velocidad del EDO4 fue
ligeramente mayor para R empleando ambos sustratos (FIGURA 16C Y 16G). Este incremento de la
velocidad del EDO4 se acentu6 con la exposicion al frio, que se reflejé en un incremento del
~30% para el grupo RF respecto a CF, con ambos sustratos. No obstante, la disminucion del ICR

resultante (~18%) no fue significativa entre RF y CF de P180.

Con respecto al potencial de membrana, en la FIGURA 16D Y 16H se pudo observar que las crias R
de P28 tendian a presentar menor potencial de membrana que las crias C, pero que en el dia P180
el potencial tendia a disminuir para las crias R, con y sin tratamiento frio, aunque ninguna de

estas observaciones fue estadisticamente significativa.
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8.4. Actividad de la ATP sintasa

Para saber si los cambios en el EDO3 y el ICR antes mencionados se relacionaban con
alteraciones en la actividad de la ATP sintasa, se decidio evaluar la actividad de esta enzima en
mitocondrias aisladas de higado y rifién, empleando malato-glutamato como sustrato.

Como se puede observar en la FIGURA 17, la funcion de la ATP sintasa no se modifico en

respuesta a la dieta materna ni en respuesta al estrés inducido por frio.
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Figura 17. Actividad de la ATP sintasa en mitocondrias aisladas de crias machos de ratas alimentadas con una
dieta control (20% proteina) o restringida (6% proteina) a los 28 6 180 dias de edad. “C” control, “R” restringida,
“CF” control expuesta a frio; “RF” restringida expuesta a frio. Los resultados se expresan como media = EE (P28
n=8, P180 n=5). El analisis estadistico se realiz6 mediante una t-student, * indica diferencia significativa (p<0.05).

8.5. Expresion de la proteina desacoplante UCP2

Se evalu6 la expresion del RNAm de la proteina desacoplante UCP2 en higado y rifién debido al

papel que tiene esta proteina en el control del EDO4 respiratorio en ambos tejidos.

En la FIGURA 184, se puede ver que el grupo R de P28 no sufrid alteraciones en la expresion
hepatica de UCP2 debido a la dieta materna, pero que en esta edad la exposicion al frio provoco
la sobreexpresion del gen en los grupos CF y RF. En P180, no se encontraron cambios
significativos en la expresion de UCP2 en higado entre los grupos R y C, y la sobreexpresion de
UCP2 fue similar entre los grupos RF y CF. En la FIGURA 18B, se observa que las crias R
disminuyeron la expresion renal de UCP2 en el dia P28. Sin embargo, en el dia P180 hubo un
aumento del transcrito de 2.5 veces para el grupo C cuando los animales cumplieron 180 dias
(p<0.05). Al igual que en el higado, el frio provocd un aumento en la expresion de UCP2, que

fue parecido entre los grupos CF y RF de ambas edades.
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Figura 18. Expresién de RNAm de UCP2 en higado (A) y rifidn (B) de crias machos de ratas alimentadas con una
dieta control (20% proteina) o restringida (6% proteina) a los 28 6 180 dias de edad. “C” control, “R” restringida,
“CF” control expuesta a frio; “RF” restringida expuesta al frio. El gen G6pdh fue utilizado como housekeeping. Los
resultados se expresan como media = EE (P28 n=5, P180 n=5). El analisis estadistico se realizdo mediante una t-

student. * diferencia contra C, # diferencia contra R (p<0.05).
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9. DISCUSION

El desarrollo intrauterino bien controlado es una condicion esencial para muchos aspectos de la
fisiologia y la salud de un adulto normal. Este proceso se ve afectado por el mal estado
nutricional de la madre durante el embarazo. De hecho, las adaptaciones fisiologicas ocurren en
el feto para garantizar el suministro de nutrientes a los 6rganos mas vitales a expensas de los

demas, lo que tiene consecuencias irreversibles en la formacion y diferenciacion de los tejidos.

Nuestros resultados muestran que la alimentacidén con una dieta isocalorica baja en proteinas en
ratas gestantes produce retraso del crecimiento intrauterino en las crias, evidenciado por el bajo
peso al nacer. La insuficiencia ponderal al nacimiento es considerado el principal factor de riesgo
individual para el desarrollo de enfermedades metabolicas en la vida adulta”™ 8; sin embargo, la
nutricion y la tasa de crecimiento durante la vida postnatal temprana pueden modular el riesgo

adquirido en la gestacion, dado que algunos 6rganos contintian su maduracion fuera del atero’’.

Durante la lactancia, las ratas madres del grupo R disminuyeron su ingesta alimentaria (FIGURA
11B.), algo que no habia sido reportado previamente en modelos de RPM al 8% y 10%. Las
razones por las que esto ocurre no son claras, pero probablemente es debido a la fuente de
carbohidratos compensatorios en la dieta. Se ha reportado que, bajo cierto limite, la
compensacion con sacarosa en dietas bajas en proteinas puede producir aversion al alimento en

78, 79

ratas durante el embarazo y/o la lactancia De esta forma, en el periodo de lactancia, las

madres R enfrentaron una restriccion proteinica y energética de manera simultanea.

Aunado a lo anterior, el andlisis composicional de la leche materna al destete no mostro
diferencia en el porcentaje de carbohidratos, lipidos y proteinas en la leche producida por las
madres de los grupos R y C (TABLA 5), lo que sugiere que las madres malnutridas agotan todos
los recursos disponibles para poder brindar a sus crias leche de buena calidad, por lo que el
detrimento en peso y especificamente en tejido magro observado en estos animales era de

€sperarsc.

Sin embargo, pese a los esfuerzos de las madres R por cubrir los rezagos de la malnutricion en la
descendencia, las crias R mantuvieron una tasa de crecimiento menor que las crias C durante la

lactancia (FIGURA 12). Esto nos habla de que, si bien la composicion gruesa de la leche materna
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fue similar entre las madres R y C, deben existir otras formas en que la madre comunique a sus
crias la escasez de nutrimentos en el medio, como podrian ser la modificacion del perfil de acidos
grasos o aminoacidos indispensables en la leche, ya que, si la madre no los obtiene en cantidades
suficientes de la dieta, no puede entregarlos a la cria y debe sustituirlos en la leche por aquellos

nutrimentos que si puede sintetizar.

De esta forma, los efectos de la programacion in utero y los estimulos de la dieta durante la
lactancia pueden provocar ajustes en el fenotipo de las crias que se vuelven permanentes. Una
prueba de esto es el hecho de que las crias R mantuvieron un peso corporal reducido en el dia
P180, aun considerando que estos animales recibieron una dieta completa (Chow) a partir del

destete.

Como era de esperarse, la RPM también provoc6 cambios en el desarrollo de drganos viscerales,
evidenciados por la disminucidon del peso de higado, rifidén y pancreas con respecto al cerebro.
Reportes previos indican que la reduccion del tamafio de los 6rganos es el reflejo de cambios
estructurales y metabolicos finos, que pueden ser irreversibles'®. Asi, a pesar de que en el dia
P180 se observd que el peso relativo de los organos fue similar entre los grupos R y C, se
considera que su funcidén se encuentra comprometida, ya que, de acuerdo con la literatura, las
crias del modelo de RPM durante la gestacion y la lactancia presentan resistencia a la insulina

hepatica, higado graso y disfuncion renal en la vida adulta® 3038,

Otra de las alteraciones detectadas en el fenotipo de la descendencia fue la modificacion de su
composicion corporal. En el periodo P28, el porcentaje de grasa de las crias R incremento,
mientras que la cantidad de tejido magro se redujo con respecto a C (TABLA 7). Esto nos habla de
diferencias en la programacion de los adipocitos y las fibras musculares, que puede tener
repercusiones en la vida posterior. Por ejemplo, se ha reportado que la RPM aplicada en la
gestacion y la lactancia altera el balance entre el tipo de fibras musculares, y que esta alteracion
se mantiene en ratas adultas®?. Sin embargo, 1lama la atencién que en el dia P180 las crias del
grupo R no incrementaron la cantidad de tejido graso, mientras que el grupo C tuvo un aumento
de ~12%. Esto resulta interesante porque ambos grupos recibieron la misma dieta a partir del
destete y no se encontrd diferencia entre la cantidad de alimento ingerida por cada grupo. En ese

sentido, cabe mencionar que las dietas administradas durante la gestacion y la lactancia contenian
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caseina como fuente de proteina y la dieta administrada posteriormente fue preparada con

proteina de origen vegetal.

Respecto a los parametros bioquimicos, se esperaba que las crias R de P28 mostraran
alteraciones en el perfil de lipidos respecto al grupo C, esto al considerar que el incremento en la
adiposidad (TABLA 7) estd asociado con concentraciones altas de colesterol y triglicéridos en
sangre®; sin embargo, aunque estos parametros tienden a ser ligeramente mayores en las crias R,
no fueron estadisticamente diferentes. En este caso debe considerarse que el estudio de
composicion corporal que realizamos no proporciona informacion del tipo de tejido adiposo que
poseen nuestros animales (visceral o subcutdneo) o de su organizacion (hiperplasico o
hipertréfico), por lo que resulta necesario realizar més estudios para mejorar nuestro
entendimiento de la relacion entre el aumento de adiposidad y la concentracion de lipidos en

sangre.

Interesantemente, las crias R de P28 y P180 presentaron concentraciones de glucosa e insulina
sérica ligeramente menores que el grupo C (TABLA 8), lo que sugiere que en estas edades las
crias R aun presentan buen control de la glucosa en sangre. Esto fue soportado por los resultados
del ensayo de tolerancia a la glucosa oral efectuados en P180, donde se observa que el area bajo
la curva del grupo R tiende a ser menor que la del grupo C (FIGURA 13). Se ha reportado que las
crias del modelo de RPM presentan hipersensibilidad a la insulina al inicio de la vida?*, la cual se
pierde progresivamente con la edad, pasando por un estado de sensibilidad equivalente al control
y posteriormente a la resistencia a la insulina®. No obstante, los mecanismos involucrados siguen

siendo desconocidos.

Dado que los animales jovenes se caracterizan por poseer gran plasticidad, en esta tesis se
decidi6 inducir estrés en las crias para generar una respuesta metabolica forzada. Entre varios
estimulos reportados en la literatura, como el ejercicio intenso o el tratamiento térmico, se eligio
la exposicion aguda al frio porque es una condicion facil de controlar y reproducir que induce
cambios en el metabolismo energético convenientes para nuestros objetivos (estimulacion de la

respiracion mitocondrial).

En ese sentido, cuando los animales se expusieron a bajas temperaturas, los valores de insulina
sérica de las crias RF fueron menores que los de las crias CF en P28 y P180 (TABLA 8). Esto

denota que la malnutricién en edades tempranas genera un defecto en la secrecion de insulina por
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las células B en condiciones estresantes, el cual es persistente. La falla secretora de las células 3
en el modelo de RPM en respuesta a un reto habia sido descrito previamente in vitro. Por
ejemplo, en un experimento realizado por nuestro grupo de investigacion, se observo que la
secrecion de insulina por islotes pancreaticos aislados de crias R de P28 disminuye al ser
expuestos a altas concentraciones de glucosa (manuscrito en preparacion). Esto pone de
manifiesto la utilidad del modelo de exposicion al frio, ya que permitié identificar cambios en la

secrecion de insulina in vivo en respuesta a un reto.

En P28, aunque los valores de insulina son mucho menores para RF que para CF las
concentraciones de glucosa de RF se mantienen en rangos normales, lo que indica que en esta
edad no hay resistencia a la insulina. No obstante, en P180, la falla en la secrecion de insulina del
grupo RF se acompafiéo de un aumento en la concentracion de glucosa en sangre. Es probable que
estos cambios en la concentracion de glucosa reflejen una disminucion de la sensibilidad a la
insulina en las crias R de P180. Se sabe que durante la exposicion al frio la adrenalina dirige la
liberacion de glucosa hepdtica para incrementar los sustratos disponibles para realizar
termogénesis y que esta glucosa debe ser regulada por la insulina. En las crias C de P180, la
cantidad de insulina liberada es suficiente para controlar la glucosa plasmatica, en cambio, en las
crias RF de la misma edad, la falla en la secrecion de insulina provoca que la glucosa secretada
se mantenga en circulacion y se observe un aumento en la concentracion de glucosa sérica. En el
dia P28 no se observo este cambio en respuesta al frio, posiblemente porque en esta edad existen
otros mecanismos que podrian ayudar a mantener la sensibilidad a la hormona. En conjunto,
nuestras observaciones sugieren que la combinacidn entre la falla secretora y la disminucién de
la sensibilidad a la hormona podria dirigir a los animales R a la hiperglicemia. Esto cobra
importancia al considerar que los animales de P180, aunque son adultos no han alcanzado la

vejez.

Por otro lado, es interesante observar que la RPM no afectd la concentracion de albimina en
suero en las crias de P28, teniendo en cuenta que este parametro ayuda a evaluar la desnutricion;
sin embargo, el estudio de crias con restriccion dietaria materna al 55%, tampoco muestran
cambios en dicho parametro (manuscrito en preparacion). Esto sugiere que a pesar de que la
malnutricion materna es muy severa, las crias se han adaptado al suministro reducido de

aminoacidos.
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Los trastornos o las fallas que se han observado en el modelo de restriccion proteinica materna
son diversos, pero afectan a 6rganos primordiales. Debido a nuestro interés en el metabolismo de
carbohidratos, en este estudio buscamos evaluar algunos de los 6rganos involucrados en el
mismo. Para este estudio se decidié evaluar el higado y el rinén. El higado, tiene un papel tnico
en la regulacion de la glucosa en sangre después de una ingesta y es responsable de la liberacion
de glucosa al torrente sanguineo en ayunas para cubrir las necesidades de los tejidos
dependientes de glucosa, especialmente del cerebro'®. El rifién, por otro lado, esta involucrado
en la regulacion de la homeostasis de la glucosa a través de la gluconeogénesis y posterior
liberacion de glucosa a la circulacion, la absorcion de glucosa de la circulacion para satisfacer
sus necesidades energéticas; y por la reabsorcion de la glucosa del filtrado glomerulari®,

Lamentablemente, en esta tesis no fue posible evaluar el efecto de la RPM en las células B

porque el tamafio del pancreas de las crias R de P28 es tan escaso, que resulto inviable.

En los tejidos seleccionados, la evaluacion de la expresion a nivel de mensajero de los genes
AMPK y mTOR mostré que la RPM durante la gestacion y la lactancia conlleva a la reduccion
del trascrito de estos sensores en el dia P28 (FIGURA 14). En higado se observé que la reduccion
en la expresion obtenida en P28 se mantiene en la vida adulta (P180). Este comportamiento se
apega a lo expuesto en el concepto de programacion, que hace referencia a cambios efectuados
en respuesta a un insulto aplicado en periodos criticos del desarrollo que permanecen aun cuando
el estimulo que los inicié ha desaparecido®. En nuestro conocimiento, esta es la primera vez que
se explora la expresion de estos sensores energéticos en un modelo de malnutricion fetal y

perinatal.

Se debe mencionar que la disminucion en los niveles de RNAm de estos genes no revela los
cambios en la expresion de la proteina y mucho menos pueden extrapolarse como actividad, pero
revelan uno de los elementos que podria participar en la adaptacion a la disponibilidad limitada
de nutrimentos. En ese sentido, seria conveniente estudiar la actividad de AMPK y del complejo
mTOR, asi como el patron de metilacion de los genes que codifican estas proteinas en busca de

mecanismos que respalden nuestras observaciones.

Es posible que la expresion reducida de AMPK observada en las crias R evite que la célula se
mantenga en un estado de estrés permanente por deficiencia de energia. En general, la carencia

energética, reflejada por el incremento en la concentracion de AMP, provoca la activacion de
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AMPK, conllevando a la inhibicion de vias anabdlicas y a la activacion de vias catabolicas para
la generacion de ATP®. Si el estrés energético se mantiene por un periodo largo de tiempo, la
célula debe asimilar que no se trata de un estado transitorio de deplecion de energia sino de un
nuevo estatus energético. En ese sentido, se podrian determinar los niveles de AMP, ADP y ATP
en el higado de crias R a lo largo de la gestacion y la lactancia para obtener informacion que

apoye esta hipotesis.

El complejo mTOR, por otro lado, integra estimulos de al menos cinco principales senales
intracelulares y extracelulares: factores de crecimiento, estrés, estado energético, oxigeno y
aminoacidos para controlar muchos procesos importantes, incluida la sintesis de proteinas, el
crecimiento celular y la proliferacion®’. La restriccion proteinica y energética estan asociadas con
la inactivaciéon de este complejo, sin embargo, la informacién disponible del efecto de estos
estimulos nutrimentales en la expresion del gen mTOR a nivel de mensajero es limitada. No
obstante, la reduccion sostenida de la expresion de mTOR observada en nuestro modelo

correlaciona con el retraso en el crecimiento permanente de las crias R.

Con el tratamiento en frio, se observo que las crias CF de P28 triplican la expresion de AMPK en
higado y que las crias RF, aunque tienen una menor expresion basal de AMPK, responden de
forma proporcional. En cambio, al estudiar a los animales de P180 observamos que las crias del
grupo R han disminuido su capacidad de responder al estimulo del frio, pues el incremento en la
expresion de AMPK fue menor en comparacion con el grupo CF de P180. Respecto a mTOR,
observamos que el frio no provocd cambios en los niveles de RNAm para los grupos CF y RF de
ambas edades, lo que sugiere que, si mTOR participa en la respuesta a la exposicion aguda al

frio, esto no ocurre por la modificando del nimero de copias de RNAm de este gen.

En P28, el patron de expresion de rifion en condiciones de estrés por frio fue diferente respecto a
higado. En el rifidon de crias CF ni RF de P28 no se detectd sobreexpresion de AMPK por efecto
del frio, probablemente porque a esta edad la importancia del rifion en el mantenimiento de la
temperatura corporal es menor que la del higado. Sorpresivamente, en P180 si se observd una
elevacion de la expresion de AMPK por el frio para CF y RF, lo que indica que el rifidon responde
de manera diferente en P28 y P180. Estas observaciones merecen mayor exploracion para

conocer las posibles razones de esta diferencia.
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La funcién mitocondrial es uno de los procesos mas importantes que es regulado por AMPK y el
complejo mTOR® % 8 El funcionamiento normal de la mitocondria es primordial para el
mantenimiento de la producciéon de ATP requerido para llevar a cabo diversos procesos
metabolicos. La disfuncion mitocondrial, ademas de impactar la relacion ATP/ADP, conduce al
aumento en la produccion de ROS, capaces de generar estrés oxidante. El consecuente dafio

oxidante est4 involucrado en la patogénesis de diversas enfermedades™.

La evaluacion de la capacidad respiratoria y la generacion de potencial de membrana de
mitocondrias aisladas de higado y rifién de crias de P28, reveld que no existieron diferencias en
estos parametros entre las crias R y C. Este resultado fue muy interesante, porque se esperaba
que una restriccion proteinica tan severa causara cambios marcados en la funcion mitocondrial,

lo que demuestra la elevada capacidad adaptativa de las mitocondrias.

Sin embargo, algo sobresaliente en este trabajo es que el estudio de las mitocondrias de crias de
P28 expuestas al frio revelo alteraciones tejido-especificas en la respuesta por las mitocondrias

de las crias R.

9.1. Higado

Las mitocondrias hepaticas de los animales R y C de P28 tuvieron velocidades de respiracion
similares. La aplicacion de estrés por frio demostrd la incapacidad de las mitocondrias hepaticas
de las crias RF de P28 para responder de la misma forma que las crias CF. Nuestros resultados
muestran que, en esta edad, las mitocondrias de higado de las crias CF experimentan un
incremento en la velocidad del EDO3 con respecto a las crias C, pero que las crias RF mantienen
velocidades de consumo de oxigeno similares a las crias R. Interesantemente, cuando estos
animales se hicieron adultos, observamos que las mitocondrias hepaticas del grupo R presentaron
un ICR menor que las crias C, que fue causado por la reduccion del EDO3. Cabe mencionar que

este comportamiento también se observo entre los grupos RF y CF de P180.

Asi, la falla en la respuesta de las mitocondrias hepaticas de P28 y la disminucion de la funcion
mitocondrial observada en P180 tienen como factor comin la disminucién del EDO3
respiratorio, lo que nos permite especular que este cambio podria ser consecuencia de la
programacion fetal y neonatal. La razon por la que estos defectos s6lo son evidentes cuando las
crias son sometidas a estrés o al aumentar la edad podria relacionarse con la existencia de

mecanismos compensatorios durante la infancia, que buscan mantener una adecuada generacion
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de energia, evitar la sobreproduccion de ROS u otras consecuencias graves de la disfuncion
mitocondrial, como la apoptosis. Sin embargo, estos mecanismos compensatorios no son
suficientes para igualar la respuesta de un organelo funcional en condiciones de estrés y podrian

disminuir con la edad.

Se sabe que las variaciones en la velocidad del EDO3 estan relacionadas principalmente con la
oxidacion de sustratos (incluyendo el ingreso y procesamiento de los sustratos, la actividad de los
complejos del sistema de transporte de electrones, y el tamafio del pool de ubiquitina y citocromo
c), mientras que el EDO4 es controlado predominantemente por la fuga de protones y por la
presencia de ATPasas contaminantes®. Asi, es posible que la programaciéon del higado en
respuesta a la baja disponibilidad de nutrimentos incluya la modificacion de la expresion y/o
actividad de los componentes del sistema de transporte de electrones y esto resulte en la

disminucién del EDO3 respiratorio.

Interesantemente, la disminucion del EDO3 en P28 fue significativa al alimentar el sistema de
transporte de electrones por el complejo I, pero mantuvo la misma tendencia al alimentar por el
complejo II. Esto sugiere que la RPM puede provocar cambios en la expresion, importacion o
ensamblaje del CI, que derivan en la reduccion de su actividad, pero que los defectos observados
en el EDO3 no se asocian exclusivamente a este complejo. Por tal razén, podrian existir
modificaciones en otros componentes del sistema de transporte de electrones que contribuyan a
la reduccion del EDO3. Por ejemplo, la literatura sefiala que la RPM al 10% provoca la
reduccion del pool de coenzima Q en crias adultas y que la suplementacion con esta molécula

retrasa el acortamiento telomérico inducido por aumento del estrés oxidante®.

La menor respiracion en el EDO3 también puede estar asociada con la sintesis de ATP alterada.
Para determinar si la ATP sintasa representaba un blanco potencial de la programacion, se
estudid su actividad, sin embargo, no se encontraron diferencias en la actividad de la enzima

asociadas al tipo de dieta materna.

Dado que el defecto en la respiracion de las crias de P28 solamente fue detectado en condiciones
de estrés por frio, la restriccion proteinica materna podria estar afectando alguno de los
mecanismos involucrados en la respuesta a dicho estimulo. Entre los mecanismos de respuesta
mitocondrial descritos para la exposicion aguda al frio se encuentran la formacion de crestas

mitocondriales (ensamblaje de supercomplejos), la fusion y la biogénesis mitocondrial.?* 29
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AMPK regula positivamente estos mecanismos. La disminucion en la expresion hepatica de
AMPK observada en nuestro modelo correlaciona con la falta de respuesta de las mitocondrias
de higado del grupo R al frio, lo que nos permite especular que la RPM también podria estar

impactando la actividad de esta enzima y a su vez alguno de los mecanismos mencionados.

Cabe mencionar que, aunque la formacion de crestas, la fusion y la biogénesis mitocondriales se
hiperactivan en condiciones de estrés energético, su papel en condiciones basales no es menos
importante, ya que se encargan de mantener la integridad de la red mitocondrial. En este sentido,
la reduccion sostenida de la expresion de AMPK del grupo R entre P28 y P180 podria verse
reflejada en la desregulacion de dichos mecanismos a largo plazo y contribuir a la disminucion

de la capacidad respiratoria de las mitocondrias hepaticas observada en el dia P180.

La disfuncion mitocondrial en higado ha sido relacionada con la resistencia a la insulina en este

6rgano®®

, a pesar de que continua siendo debatible si la funcion mitocondrial antecede a la
resistencia a la insulina o es el caso contrario. Los resultados obtenidos en este trabajo apoyan
que la disfuncion mitocondrial hepdtica ocurre previo a la resistencia a la hormona, ya que, como

se comento previamente, en el dia P180 existe una respuesta adecuada a la insulina.

9.2. Rifidn

Las mitocondrias renales de las crias R no mostraron defectos significativos en su capacidad
respiratoria en las dos edades estudiadas. Considerando que hay reportes de que las crias del
modelo de RPM presentan hipertension desde el nacimiento, lesion glomerular y pérdida de la

funcion renal en la adultez y estas condiciones son posiblemente mediadas por estrés oxidante, se

esperaba encontrar mitocondrias con capacidad respiratoria fuertemente afectada.

Sin embargo, de acuerdo con nuestros resultados, las crias del grupo R tendieron a tener mejor
ICR que las crias C durante la infancia, pero durante la vida adulta hubo una tendencia a la
disminucion de este parametro. A diferencia de lo observado en higado, en rifion no se detectaron
cambios en la velocidad del EDO3, y los cambios en el ICR fueron relacionados con alteraciones
al EDOA4. En las crias R de P28, la velocidad del EDO4 tendid a ser menor respecto a C, pero en
P180, la tendencia se invirti6. Esto correlaciona con los resultados obtenidos para la expresion a
nivel de mensajero del gen UCP2 de las crias R, en los cuales se observa una disminucion de la
expresion en P28 y un incremento significativo hacia P180. Esto sugiere que el grupo R presenta

desacoplamiento reducido al final del estimulo, que se torna en un desacoplamiento inducido en
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la vida adulta. No obstante, es necesario evaluar si las diferencias encontradas en la expresion de

UCP2 se mantienen a nivel de proteina.

La reduccion del EDO4 en el dia P28 podria representar un mecanismo por el cual se busca
optimizar la eficiencia de la fosforilacion oxidativa ante la baja disponibilidad de nutrimentos.
Un menor desacople indica que la energia potencial serd empleada casi exclusivamente para la

sintesis de ATP.

La menor expresion de UCP2 en P28 correlaciona con el decremento del mRNA de AMPK en
este tejido. Se sabe que la activacion de AMPK produce un incremento de la expresion
mitocondrial de UCP2% %, Es posible que, en nuestro modelo, la reduccién de la expresion renal
de AMPK en P28 resulte en el decremento de la expresion de UCP2 y esto a su vez conlleve a la

reduccion del EDO4 a esta edad.

La sobreexpresion renal de UCP2 en P 180, por otro lado, ha sido descrita también en el rifién de
crias de 3 meses del modelo de RPM aplicado solamente durante la gestacion , asi como en el
pancreas de crias del mismo modelo™ "®. La mayor expresion de UCP2 también asemeja lo
descrito en modelos de sobrealimentacion en ratas. Cuando los animales se enfrentan a un
suministro de sustrato abundante, que excede los requerimientos de energia celular, aumenta la
probabilidad de formacion de ROS. Para evitar esto, las cé€lulas activan vias que no estan
acopladas de manera eficiente a la sintesis de ATP, como el desacoplamiento de la fosforilacion
oxidativa por UCP2. Asi, en nuestro modelo podria ocurrir algo similar, ya que las crias fueron
programadas para un suministro nutrimental y energético menor al que les otorga la dieta Chow
(administrada a partir del destete), de forma que, la dieta que se consideraria completa para las
crias C, podria resultar excesiva para las crias R. Aunado a lo anterior, la literatura indica que las
crias del modelo de RPM presentan hiperfagia, considerando su peso corporal reducido®*. Asi, el
incremento en la expresion de UCP2 podria ser consecuencia de la alimentacion con una dieta

completa.

A la fecha no existen reportes en la literatura donde se aborde el efecto que puede tener la
sobreexpresion de UCP2 en la funcion renal. Sin embargo, se sabe que la sobreexpresion de
UCP2 puede causar disminucion del potencial de membrana, menor produccion de ATP y

conducir a la reduccién del niimero de mitocondrias?®,
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En conjunto, nuestros resultados muestran que la RPM provoca cambios en la capacidad de
respuesta de las mitocondrias hepaticas y renales que son tejido especificas, sin embargo, no
conocemos las razones por las que esto ocurre. Probablemente esto se relaciona con el uso
preferencial de sustratos, la demanda energética especifica, el nivel de regulacion por sensores

energéticos y la respuesta a hormonas de cada 6rgano.
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10. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio indican que una dieta materna baja en proteinas durante la
gestacion y la lactancia altera la capacidad respiratoria de las mitocondrias hepaticas y renales de
forma tejido-especifica, pero que las deficiencias funcionales de la mitocondria s6lo se hacen

evidentes cuando las crias son sometidas a estrés.

Los pardmetros bioquimicos y hormonales evaluados revelaron que las crias de madres
sometidas a restriccion proteinica durante la gestacion y la lactancia no muestran indicios de
afectaciones en el metabolismo de lipidos o carbohidratos en las edades estudiadas. En el dia
P180, las crias R incluso poseen una mejor respuesta a la insulina que las crias C. Indicando la
plasticidad de los organismos para la adaptacion y exponiendo la necesidad de buscar

biomarcadores mas sensibles y especificos para este tipo de estudios.

La restriccién proteinica materna durante la gestacion y la lactancia provoca cambios en la
expresion a nivel de mensajero de AMPK, mTOR y UCP2. Para AMPK y mTOR, la disminucién
de la expresion hepdtica permanece tiempo después de acabado del insulto. Sin embargo, la

proteina desacoplante UCP2, incrementa su expresion al aumentar la edad de las crias.

La disminucion de la funciéon mitocondrial ocurre antes de la aparicion de los desoérdenes
metabolicos reportados para las crias del modelo de RPM, por lo cual es importante determinar si
la programacion de la funcion mitocondrial es causante del desarrollo de dichos desoérdenes

metabolicos.
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12. MATERIALES SUPLEMENTARIOS
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12.1. Formulacion de las dietas control y restringida

DIETA 44 CONTROL RESTRINGIDA
ENVIGO 20% de proteina 6% de proteina
TD.91352 TD.90016

Ingrediente g/kg g/kg
Caseina 230.0 69.0
DL-Metionina 3.0 0.9

Sacarosa 431.7 571.8

Almidon de maiz 200.0 200.0
Aceite de maiz 52.3 53.9

Celulosa 37.86 57.82

Mix de vitaminas 10.0 10.0
Etoxiquin (antioxidante) 0.01 0.01

Mix de minerales 13.37 13.37
Fosfato de calcio dibasico 16.66 21.6
Carbonato de calcio 5.1 1.6

12.2. Andlisis de la composicion de la leche materna

12.2.1. Determinacién de carbohidratos reductores por el método del &cido dinitrosalicilico
(DNS).

Fundamento: En  presencia de  azucares reductores el 3,5-dinitrosalicilato  (DNS)

es reducido a 3,5-diaminosalicilato. La lactosa es un disacarido no reductor, pero tras su
hidrolisis en medio alcalino se liberan glucosa y galactosa que si son reductores y pueden
reaccionar con el DNS, generando un producto coloreado con un maximo de absorcion a 540 nm.
El valor de la absorbancia a dicha longitud de onda es proporcional a la concentracion de la
lactosa en la muestra.

OH OH

HOOC NO, HOOC NH

+ Azucar reductor —

NO NO

2 2

Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) Acido 3-amino-5-nitrosalicilico
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Metodologia: A 1.0 mL de una dilucién 1:100 de la muestra, se adicion6 1.0 mL del reactivo de
DNS y se calent6 por 5 min en un bafio de agua hirviente. Posteriormente se enfri6 y diluy6 con
10 mL de agua destilada. Finalmente, se midi6 la absorbancia de la muestra a 540 nm frente a un
blanco de reactivos y agua tratado igual que la muestra, y se interpold en una curva estandar

construida con diferentes concentraciones de lactosa.
12.2.2. Determinacion de grasa butirica en leche por el método de Gerber

Fundamento: Este método se basa en la digestion parcial de los componentes de la leche en
acido sulfurico. Emplea alcohol isoamilico para ayudar a romper la emulsion de la leche y

favorecer la separacion de la fase grasa.

Metodologia: En el bulbo de un capilar de vidrio se mezclaron: 100

ateria lipidica
pL de acido sulfurico concentrado, 110 pL. de muestra y 10 pL de Merera e
alcohol isoamilico. Posteriormente, el bulbo se incub6 a 70°C por 10

minutos y se centrifugé a 1100 rpm por 2 minutos. Por tltimo, se

Materia hidrosoluble
Compuestos lacteos hidrolizados
(carbohidratos y proteinas)

midid el volumen de la fase grasa obtenida con ayuda de una jeringa

de vidrio de 10 uL.

12.2.3. Determinacion de proteinas en leche por el método de micro-Kjeldhal

Fundamento: El método se basa en la determinacion de la cantidad de Nitrogeno organico
mediante la descomposicion de la materia organica bajo calentamiento en presencia de acido
sulfirico concentrado y la cuantificacion de la cantidad de amoniaco generada. Durante el
proceso de descomposicion, el nitrogeno orgéanico es transformado a amoniaco, el cual es

retenido en la disoluciéon como sulfato de amonio.

En la mezcla de digestion se adicionan sulfato de sodio y sulfato de cobre, como catalizadores. El

amoniaco en la muestra se destila y es retenido en acido bérico para su posterior valoracion.

12.3. Pruebas bioquimicas

12.3.1. Determinacion de glucosa en suero (Glucosa LQ, SPINREACT)

69



Fundamento: La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de glucosa a acido glucénico. El
peroxido de hidrogeno (H202) producido se detecta mediante un aceptor cromogénico de

oxigeno, el fenol, 4— aminofenazona (4-AF), en presencia de la peroxidasa (POD):

a) PB-D-Glucosa + O2 + H2O Acido gluconico + HyO2

POD
b) H>O:+ Fenol + 4-AF

Quinona + H,O

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de glucosa presente en la

muestra ensayada.
Metodologia:

En un tubo de ensaye se mezclaron 10.0 pL de suero y 1.0 mL de reactivo. El blanco se prepard
usando 10.0 pL de agua destilada Se midi6 la absorbancia a 550 nm después de incubar 20

minutos a temperatura ambiente. La concentracion de glucosa en la muestra se calculé como:

(A)Muestra

m
— X cnnc.patrén—g de glucosa en la muestr:
(A)Patrén dL

12.3.2. Determinacion de triglicéridos en suero (Triglicéridos-LQ, SPINREACT)

Los triglicéridos incubados con lipoproteinlipasa (LPL) liberan glicerol y acidos grasos libres. El
glicerol es fosforilado por glicerol quinasa (GK) en presencia de ATP para producir glicerol-3-
fosfato (G3P) y adenosin-5-difosfato (ADP). El G3P es entonces convertido a dihidroxiacetona
fosfato (DAP) y peroxido de hidrogeno (H202) por la glicerolfosfato deshidrogenasa (GPD). Al
final, el peroxido de hidrogeno (H20:) reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-clorofenol,

reaccion catalizada por la peroxidasa (POD) dando una coloracién roja:

LPL

Triglicéridos + H20 Glicerol + Acidos grasos libres

CK
Glicerol + ATP ——— G3P + ADP

GPD
G3P+ O, : DAP + H20»
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POD
H>O; + p-clorofenol + 4-AF : Quinona + H>O

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de glucosa presente en la

muestra ensayada.
Metodologia:

En un tubo de ensaye se mezclaron 10.0 pL de suero y 1.0 mL de reactivo. El blanco se prepard
usando 10.0 uL de agua destilada Se midié la absorbancia a 550 nm después de incubar 20

minutos a temperatura ambiente. La concentracion de glucosa en la muestra se calculé como:

(A)Muestra

m
— ¥ conc.patron = e de triglicéridos en la muestr:
(A)Patron dL

12.3.3. Determinacion de colesterol en suero (Colesterol-LQ, SPINREACT)

Los ésteres de colesterol de las proteinas de baja densidad (LDL), las de muy baja densidad
(VLDL) y los quilomicrones son hidrolizados por la colesterol esterasa (CHE), liberando
colesterol y 4cidos grasos. El colesterol es oxidado por la enzima colesterol oxidasa a
colestenona con la correspondiente produccion de perdxido de hidrogeno (H2O»). El perdxido de
hidrogeno (H20.) reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-clorofenol, reaccion catalizada por

la peroxidasa (POD) dando una coloracion roja:

Esteres de colesterol + H>O Colesterol + Acidos grasos libres

Colesterol + O3

4-Colestenona + H,O»

POD
H>O; + Fenol + 4-AF : Quinona + H,O

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracién de colesterol presente en la

muestra ensayada.

Metodologia:
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En un tubo de ensaye se mezclaron 10.0 pL de suero y 1.0 mL de reactivo. El blanco se prepard
usando 10.0 pL de agua destilada Se midi6 la absorbancia a 550 nm después de incubar 20

minutos a temperatura ambiente. La concentracion colesterol en la muestra se calculé como:

(A)Muestra

m
— ¥ conc.patron = e de colesterol en la muestr:
(A)Patrén dL

12.4. Cuantificacion de proteina mitocondrial por el método de Bradford

Fundamento: El método se basa en la union del colorante azul de Coomassie brillante G250
(CBBQ) a las proteinas. La forma catidnica del colorante, que predomina en la solucion acida del
reactivo, muestra una coloracion parda con un A maximo de 470 nm. Por el contrario, la forma
anionica del colorante, que se une a la proteina, es de color azul con un Amax de 595 nm. Por
tanto, la cantidad de colorante unido a la proteina puede cuantificarse midiendo la absorbancia de
la solucién a 595 nm.

El colorante parece unirse mas facilmente a la arginina y a los residuos aromaticos de las

proteinas, pero no se une a los aminodacidos libres.

Metodologia: Para la cuantificacion de la proteina mitocondrial se construy6 una curva estandar
de albumina sérica bovina en un intervalo de 20 a 140 pg/mL usando 40 pL de reactivo de
Bradford (BIORAD) con 160 pL de la dilucion correspondiente. El andlisis de la muestra
problema se realiz6 usando 5-10 pL de una dilucion 1:10 de la fraccién mitocondrial y llevando a

160 pL con agua destilada.
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