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| would tell you about the things they put me through
The pain I've been subjected to
But the Lord himself would blush
The countless feasts laid at my feet
Forbidden fruits for me to eat
But | think your pulse would start to rush
Now I'm not looking for absolution
Forgiveness for the things | do
But before you come to any conclusions
Try walking in my shoes
You'll stumble in my footsteps
Keep the same appointments | kept

If you try walking in my shoes

Morality would frown upon
Decency look down upon
The scapegoat fate's made of me
But | promise now, my judge and jurors
My intentions couldn't have been purer
My case is easy to see
I'm not looking for a clearer conscience
Peace of mind after what I've been through
And before we talk of any repentance
Try walking in my shoes
You'll stumble in my footsteps
Keep the same appointments | kept

If you try walking in my shoes

ML Gore.
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RESUMEN

El término “programacién durante el desarrollo” define al proceso mediante el
cual condiciones —adversas o0 no— durante las etapas tempranas de la vida, ya sea
fetal o post natal, incrementan la susceptibilidad a padecer enfermedades en la
edad adulta. Estudios epidemiologicos retrospectivos en diversas poblaciones
humanas relacionan el bajo peso al nacimiento con hipertension, enfermedades
coronarias, diabetes tipo 2, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa y
obesidad, entre otras. Con base en este tipo de investigaciones, asi como en la
experimentacién con animales de laboratorio, se propone que gran parte de las
enfermedades metabolicas del adulto se originan en los estadios mas tempranos
de la vida.

De manera similar a otros ejes neuroenddcrinos como el eje hipotalamo-
hipodfisis-adrenal, el eje reproductivo muestra sensibilidad al ambiente intrauterino
y post natal. Los estudios experimentales realizados en este sentido se han
encaminado en mayor medida al estudio de los efectos de ambientes
hormonalmente alterados sin que la desnutricion materna, condicion ampliamente
distribuida en todas las poblaciones, reciba suficiente atencion.

El objetivo del presente estudio fue determinar los efectos de la restriccion
proteinica materna durante el embarazo y la lactancia en el desarrollo sexual y en
la funcién y el desempefio reproductivo de sus crias hembras de rata.

Se tuvieron tres grupos experimentales ademas de un grupo control. La
designacion de los grupos corresponde a las dietas recibidas por la madre durante
el embarazo —primera letra— y la lactancia —segunda letra—. De este modo, el
grupo RR fue restringido tanto durante la gestacién como en la lactancia, mientras
que el grupo CR fue restringido en la lactancia, después de haber experimentado

una nutricibn adecuada durante la gestacion y su contraparte, el grupo RC recibi6



alimentacion adecuada en la lactancia después de haber sido restringido en la
gestacion.

El empleo de este modelo permitié identificar una gran variedad de efectos
de la restricciébn alimenticia materna en el eje reproductivo de las crias que
dependieron del estadio de desarrollo y del periodo de exposicion. Lo anterior
pone en evidencia que en los tres grupos experimentales el fenotipo es resultado
de diferentes mecanismos de adaptacion a la restriccion proteinica. Los efectos
incluyen retraso en el inicio de la pubertad, alteraciones en los perfiles hormonales
que en consecuencia ocasionaron modificaciones en el ciclo estral y la tasa de
fertilidad, asi como otros efectos asociados con el envejecimiento prematuro de la
funcién reproductiva. Por su parte, la expectativa de vida de estas ratas disminuy6
dramaticamente, probablemente por los padecimientos metabdlicos asociados con
la programacion durante el desarrollo. Estos efectos son consecuencia de
respuestas adaptativas predictivas adquiridas durante las etapas fetal y neonatal
del desarrollo y se manifiestan de acuerdo al estimulo nutricional recibido por cada
grupo.

En conclusién, los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que
la restriccion proteinica materna durante el embarazo, la lactancia o ambos
periodos, programa diversas alteraciones funcionales a diferentes niveles del eje
reproductivo femenino. Estos cambios, caracteristicos para cada grupo,
disminuyen de manera prematura la capacidad reproductiva de las crias hembras

de la rata.



ABSTRACT

Developmental programming refers to the process by which different
conditions —adverse or not— during early stages of development, either fetal or
neonatal, increase the susceptibility to develop later disease.

Retrospective epidemiological studies in different human populations relate
low birth weight to hypertension, coronary heart disease, type 2 diabetes, insulin
resistance, glucose intolerance and obesity. On the basis of this kind of research,
as well as the animal experimentation, it is proposed that most of the metabolic
diseases in the adult are originated in the early stages of life.

Similarly to other neuroendocrine axes, the reproductive axis has shown high
sensitivity to the intrauterine and post natal environment. Most of the research on
the developmental programming of the reproductive axis have been pointed to the
effects of environmental hormones or endocrine disruptors, but maternal
undernutrition, a widely spread condition, has not received enough attention.

The objective of this study was to determine the effects of maternal protein
restriction during pregnancy and lactation on the sexual development, as well as
the reproductive function in the rat female offspring.

There were three experimental groups besides the control group. They were
designated according to the diet fed to the dam during pregnancy —first letter— or
lactation —second letter. RR group was restricted during both pregnancy and
lactation. On the other hand, CR group was restricted only during lactation while
RC was it only during pregnancy.

This model allowed the identification of the effects of maternal protein
restriction on the reproductive axis of the female offspring. The alterations
depended on the stage of development and the time of exposure. The effects were
associated to intergroup differential adaptive responses to protein restriction. They

included delayed sexual development, altered hormone profiles that were followed



by changes in the estrous cycle and fertility rate, as well as effects related to
premature reproductive aging. It is interesting that in these offspring lifespan was
dramatically shortened. That could be related to the metabolic diseases associated
to developmental programming. These effects are the consequence of predictive
adaptive responses that were acquired during fetal and neonatal stages of
development, and they are according to the nutritional insult received by every
group.

In conclusion, the results exposed by this thesis suggest that maternal
protein restriction during pregnancy, lactation or both, programs functional
alterations at different levels of the female reproductive axis. These changes,
characteristic for every group, prematurely diminish the reproductive capacity in the
rat female offspring.



ANTECEDENTES
GENERALIDADES DEL EJE REPRODUCTIVO FEMENINO

En los mamiferos, la preservacidon de las especies depende de la
interaccion de una compleja maquinaria reproductiva perfectamente orquestada
que incluye diferentes 6rganos con funciones dependientes entre si. El eje
hipotalamo-hipdfisis—ovario (HHO), lleva a cabo una serie de funciones entre las
que se encuentran la produccién y maduracion de ovocitos fertilizables y la
secrecion de hormonas que regulan la ovulacién y la conducta sexual. Ademas del
eje HHO, en la reproduccion interviene otros 6rganos como el utero y la glandula
mamaria asi como otros ejes neuroenddcrinos como el tiroideo y el adrenal.

El eje reproductivo femenino es regulado a nivel central por la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH), sintetizada por las neuronas GnRHérgicas
del area predptica medial hipotalamica. Estas neuronas proyectan principalmente
hacia la eminencia media, de donde la GnRH es transportada mediante la
circulaciéon porta hipotalamo-hipofisaria hacia la glandula hipodfisis. La porcion
anterior de la hipdfisis posee una poblacidén celular llamada gonadotropos que
presentan receptores a GnRH. En respuesta al estimulo con esta hormona, los
gondotropos sintetizan y secretan las gonadotropinas: hormona luteinizante (LH) y
hormona estimulante del foliculo (FSH). Las gonadotropinas son transportadas por
la circulacion periférica y alcanzan su érgano blanco en el ovario" 2,

El ovario esta conformado por una cantidad limitada de foliculos; estas
estructuras se componen del ovocito rodeado por células foliculares diferentes
entre si por su actividad bioquimica. Las células de la granulosa son las mas
cercanas y con mayor interaccién con el ovocito, presentan receptores para la
FSH y de acuerdo al estadio de maduracion del foliculo, son capaces de

aromatizar androgenos. En tanto, las células de la teca tienen receptores para la



LH, y son productoras de progesterona y andrégenos, estos ultimos, aromatizados
por las células de la granulosa, dan lugar a estrégenos como el estradiol®. Los
estrogenos, mediante su union a sus receptores ERa y ERp, funcionan como
promotores del crecimiento folicular, e inhibidores de la apoptosis de las células
foliculares*. Tanto la progesterona como el estradiol y la testosterona
retroalimentan el eje HHO a nivel central.

La maduracién de los foliculos ovaricos involucra diversas etapas
secuenciales, desde la formacion de los foliculos durante el desarrollo fetal, hasta
el crecimiento, seleccién, ovulacién y finalmente la luteinizacion®. El desarrollo
folicular va del estadio primordial, primario y secundario antes de la aparicion de la
cavidad antral, en el estadio antral la mayoria de los foliculos sufren de atresia
mientras que tan solo algunos de ellos, por estimulacion de las gonadotropinas,
alcanzan el estadio preovulatorio. De esta poblacién folicular finita, cada ciclo
reproductivo se recluta una cohorte, de los cuales solo se selecciona una cantidad
reducida para ovular®. En los estadios pre-antrales del desarrollo folicular, el
crecimiento es lento e independiente de gonadotropinas, mientras que en los
estadios antrales y posteriores el crecimiento e incluso la ovulacién son
dependientes en su totalidad de la FSH y la LH. De modo que el crecimiento
folicular es controlado por la interaccion de dos tipos celulares, las células de la
granulosa y las de la teca, con dos gonadotropinas, FSH y LH®.

El incremento ciclico en la concentracion de estradiol inhibe la secrecién de
FSH por parte de la hipdfisis y en consecuencia los foliculos en crecimiento que no
han alcanzado el estadio ovulatorio sufren el proceso de atresia®. Mientras tanto
los foliculos que han ovulado comienzan el proceso de luteinizacion, produciendo
cantidades importantes de progesterona. Estos procesos se presentan durante
cada ciclo reproductivo, iniciando con la pubertad y continian durante la vida
reproductiva hasta que la reserva folicular ovarica se agota.

La mayoria de los mamiferos presenta ciclos reproductivos de tipo estral,
mientras que los primates presentan ciclos menstruales. En el caso de los
roedores como la rata, el ciclo esta conformado por al menos cuatro estadios

facilmente identificables mediante cambios en la citologia vaginal. La etapa de



proestro es preovulatoria y se asocia con la presencia de células epiteliales
redondas y nucleadas. Para el final de esta etapa, la hembra exhibe conductas de
receptividad sexual. En el estro, la citologia vaginal muestra unicamente células
epiteliales cornificadas. El metaestro se caracteriza por la infiltracion leucocitaria
del epitelio vaginal, asi que la citologia muestra células cornificadas y leucocitos,
mientras que en el diestro se observan principalmente leucocitos'. Por su parte en
el ciclo menstrual, ademas de las variaciones en el epitelio vaginal, se observan
cambios en el endométrio uterino, la proliferacion endometrial previa a la ovulacion
permite la implantacién en caso de fecundacién, y en caso contrario es seguida
por el desprendimiento de las capas uterinas superficiales acompanado de
hemorragia durante la menstruacion?.

Con el crecimiento folicular se presentan patrones caracteristicos en las
variaciones de las concentraciones de todas las hormonas involucradas en la
funcién del eje HHO. En particular, las concentraciones de esteroides
(progesterona y estradiol) regulan la sintesis y secrecion de GnRH y de
gonadotropinas de manera tanto estimulante como inhibitoria.

Las variaciones en las concentraciones de esteroides dependen de la
sintesis y actividad de las enzimas que participan en la via esteroidogénica, la cual
consiste en la sintesis de esteroides a partir de colesterol. El primer paso en la
esteroidogénesis es el transporte del colesterol del citoplasma al interior de la
mitocondria, proceso regulado por la proteina de regulacion aguda de la
esteroidogénesis (StAR)’. Una vez dentro de la mitocondria, la enzima P450scc
corta la cadena lateral del colesterol y da lugar a la pregnenolona, paso que se
considera limitante en la via esteroidogénica. A partir de pregnenolona se
sintetizan muchos intermediarios. Sin embargo en el ovario se consideran como
los pasos mas importantes los relacionados con la produccidén de progesterona y
estradiol. La enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3BHSD) cataliza la
bioconversion de pregenenolona en progesterona, mientras que la aromatizacién
de andrégenos a estrégenos es catalizada por la P450 aromatasa”’.

Los estrégenos incrementan la expresién de los receptores para FSH y LH*,

mientras que la actividad transcripcional de los genes que codifican a las enzimas



esteroidogénicas antes mencionadas es controlada por gonadotropinas. De este
modo, la interaccién de la FSH y LH con sus receptores especificos en las células
de la granulosa y la teca respectivamente, desencadena una cascada de
sefalizacion que termina con el incremento en la transcripcién de genes regulados
por AMPc®. Entre los genes regulados por la FSH en las células de la granulosa se
encuentran el de la aromatasa y la 3BHSD® °, mientras que en las células de la
teca, los genes de P450scc y 3BHSD dependen de LH'. La expresién del gen de
StAR también es sensible al incremento de AMPc, sin embargo se ha demostrado

que su regulacién transcripcional no depende directamente de esta molécula’” '2.

PROGRAMACION DURANTE EL DESARROLLO

El término “programacién durante el desarrollo” define al proceso mediante
el cual diferentes condiciones (que pueden o no ser adversas) durante los estadios
tempranos de la vida, ya sea fetal o post natal, incrementan la susceptibilidad a
padecer enfermedades en la edad adulta’. Estudios clinicos epidemioldgicos
retrospectivos en poblaciones humanas demuestran que la calidad de vida en las
primeras etapas del desarrollo afecta irreversiblemente la fisiologia y metabolismo
del individuo adulto'* ™.

En 1986, el Dr. David Barker de la Universidad de Southampton, Inglaterra,
inicid6 una serie de estudios epidemioldgicos que mostraron correlacion entre el
bajo peso al nacimiento y el incremento en el riesgo de padecer enfermedades
coronarias'®. Diversos estudios epidemioldgicos posteriores identificaron la
relacion que existe entre el peso y el fenotipo al nacimiento con padecimientos
propios de la vida adulta. Estos trabajos proporcionan pruebas convincentes de
que tanto las enfermedades como la salud se originan durante el desarrollo
temprano. Lo anterior dio pie al concepto inicial del Origen Fetal de las
Enfermedades del Adulto (Fetal Origins of Adult Disease: FOAD por sus siglas en
inglés)™ . En el ser humano el bajo peso al nacimiento se correlaciona con el

posterior desarrollo en el adulto del sindrome metabdlico: hipertension'®,



enfermedades coronarias'®, resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa®,

221122y obesidad®.

diabetes tipo

Los primeros estudios respecto a la programacion durante el desarrollo
consideraban como periodo susceptible unicamente a la etapa fetal. Sin embargo
en la vida neonatal se han identificado diversos eventos que la hacen sensible a
las influencias ambientales. Un ejemplo de ello es el estudio clasico de
Barraclough y Gorski** de 1961 que pone en evidencia la sensibilidad del cerebro
en los primeros dias de la vida post natal a la administracién de una dosis Unica de
propionato de testosterona durante la primera semana de vida de la rata hembra,
lo que produce esterilidad durante la etapa adulta. Tomando en consideracién que
tanto el desarrollo fetal como el infantil constituyen los periodos de mayor
plasticidad celular, se ha incorporado recientemente la etapa post natal al campo
de la programacién. El concepto actual es el Origen durante el Desarrollo de la
Salud y la Enfermedad (Developmental Origins of Health and Disease: DOHaD por
sus siglas en inglés)™ 2.

El crecimiento durante los estadios tempranos de la vida depende en gran
medida del componente genético del individuo. Sin embargo, el ambiente
intrauterino y post natal en que se desenvuelve el sujeto influye de manera
importante en su fenotipo. Durante la vida intrauterina, el feto retrasa su
crecimiento en respuesta a condiciones ambientales adversas®', con lo que
presenta modificaciones que funcionan como respuestas adaptativas predictivas?,
que lo preparan para un ambiente post natal adverso?" ?°. Sin embargo tales
adaptaciones, indispensables para la supervivencia a corto plazo, son
precisamente las que dan lugar a las alteraciones metabdlicas observadas en el
adulto?’. La intensidad de los efectos a nivel metabdlico varian de acuerdo al
grado de discrepancia entre los ambientes prenatal, neonatal y post natal®®. Es
decir, el riesgo a presentar estos padecimientos se incrementa considerablemente
cuando aunado a condiciones adversas durante el crecimiento intrauterino, se
suma la recuperaciéon acelerada de peso durante los primeros estadios de la vida

post natal?! 2829,



Estudios clinicos y epidemiolégicos

Diversos hallazgos epidemiolégicos han mostrado que la influencia
nutricional durante el embarazo es una causa determinante de la programacion
durante el desarrollo™ *°. Los estudios mas conocidos a este respecto son los del
Invierno Hambriento Holandés. Durante la Segunda Guerra Mundial, entre
septiembre de 1944 y mayo de 1945, el ejército nazi mantuvo una ocupacion en
diferentes zonas de Holanda. Esta ocupacion coincidié con un invierno crudo y
precoz, conocido como el “Invierno Hambriento Holandés”. Aunado al frio invierno,
y en represalia por el intento fallido de los aliados de tomar un puente en Arnhem;
la poblacién civil fue mantenida a dietas de hambre por aproximadamente 8
meses. Las dietas cayeron de aproximadamente 1400 Kcal/dia antes de la
ocupacién a 800 — 580 Kcal/dia durante el invierno?®. La hambruna tuvo efectos
permanentes en la salud de los nifios nacidos de mujeres embarazadas en este
periodo. Las alteraciones en la salud dependieron de manera especifica del
estadio del embarazo en que la madre fue afectada por la alimentacién pobre®' 32,

En el periodo de ocupacién se encontraron mujeres que ya estaban
embarazadas cuando se impuso la restriccion y otras que se embarazaron durante
el invierno. Se pueden identificar tres grupos diferentes de mujeres embarazadas
en ese tiempo: las restringidas durante todo el embarazo, las que fueron afectadas
s6lo en la primera mitad y las que lo fueron sélo en la segunda33. Los efectos en la
salud de la descendencia se relacionan directamente con el periodo de
desnutricion, con lo que se identifican ventanas criticas en el desarrollo asociadas
con las alteraciones encontradas®’. Los efectos mas severos se observaron en las
mujeres afectadas durante todo el embarazo; algunas llegaron a ganar
unicamente 2.25 Kg de peso en comparacion con los 10 a 12 kilos que
normalmente gana una mujer embarazada. El peso de los recién nacidos también
fue afectado llegando a ser de alrededor de 2.5 Kg al nacimiento (incluso mas que
el peso ganado por la madre).

El siguiente grupo afectado fue el de la segunda mitad del embarazo pues
durante esta etapa se presenta el mayor crecimiento fetal y la mayoria de los

organos se estan diferenciando y creciendo, por lo cual son mas susceptibles a las
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influencias ambientales®! 3> 3. Por su parte los afectados en la primera mitad de la
gestacion en general presentaron mayor tamafo y peso, incluso que los bebés
nacidos antes o después de la guerra. Esto se explica por un crecimiento
placentario compensatorio en la etapa de restriccidn, la cual al ser seguida por una
alimentacién abundante, produce una actividad placentaria excesiva con lo que el
feto es sobre-alimentado ocasionando su mayor crecimiento. En la primera mitad
del embarazo la placenta crece mas rapido que el feto, de tal forma que la
deficiencia de nutrimentos afecta el crecimiento fetal a través del cambio de la
interaccion entre el feto y la placenta®.

La desnutricion materna severa restringe el crecimiento fetal y placentario,
pero la desnutricion moderada genera el crecimiento normal de la placenta, mas

438 | a desnutricion al final del embarazo puede ocasionar la

no del feto
desaceleracion del crecimiento fetal y alterar la interaccién metabdlica entre el feto
y la placenta. Una vez mas, el crecimiento fetal se sacrifica para mantener la
funcién placentaria®. La desnutricion aguda ocasiona un retraso en el crecimiento
intrauterino (RCIU) asociado con catabolismo fetal, pero en cuanto se reanuda la
ingesta nutritiva adecuada, el crecimiento se reinicia®” *®. En contraste, periodos
prolongados de desnutricion pueden detener irreversiblemente el crecimiento fetal,
lo que conlleva al desarrollo inadecuado al nacimiento®.

El fenotipo de las personas que nacieron de mujeres holandesas
embarazadas durante el periodo de mayor hambruna ha permitido conocer
algunos efectos de la desnutricidon prenatal en el ser humano; asi como identificar
ventanas criticas en el desarrollo que se asocian a mayor predisposicion a ciertas
enfermedades posteriormente. Para el caso especifico de la obesidad, la
desnutricion materna durante la primera parte del embarazo representa un
incremento en la incidencia. Sin embargo, la aparicién de obesidad se asocia
también al sexo y la edad de los sujetos. En hombres, |la proporcion de individuos
obesos es mas alta en la etapa adulta joven®; mientras que en muijeres la edad
preferente es la etapa adulta madura®'.

Otro hallazgo en esta poblacién fue la alta tasa de mortalidad entre los

bebés producto del invierno hambriento durante el primer afio de vida. Al igual que
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14, 16

en el estudio de Barker , la alta mortalidad en los primeros afnos de vida en

esta poblacién predecia el incremento en la incidencia de alteraciones metabdlicas
en los sobrevivientes al llegar a la etapa adulta’® *°.

Las consecuencias de la hambruna no se limitan a la necesidad inmediata
de supervivencia de aquellos expuestos a la misma, sino que la desnutricion tiene
implicaciones a largo plazo para las generaciones posteriores, no nacidas aun*®**,
Las secuelas de la guerra se siguen viviendo en nuestros dias, a mas de 50 anos
de su final. La restriccion de alimento que sufrié la poblacion holandesa durante la
segunda guerra mundial ha afectado a las generaciones posteriores. Una vez
llegadas a la edad reproductiva las mujeres producto del invierno hambriento
dieron a luz hijos con bajo peso al nacimiento y alta tasa de mortalidad perinatal*',
con mayor susceptibilidad de padecer el sindrome metabdlico cuando adultos*.

Otra ciudad que sufrié la ocupacién alemana fue Leningrado. Durante el
sitio, la racion de alimento administrada a la poblaciéon disminuyé drasticamente.
Los nifios sobrevivientes al llegar a la vida adulta presentaron mayor
susceptibilidad a enfermedades coronarias y a diferencia de los holandeses no
fueron mas propensos a la obesidad*. Por su parte, en una cohorte de personas
sobrevivientes a la guerra civil espafiola se observa un incremento en el riesgo de
muerte por cardiopatia isquémica en las personas nacidas durante los anos de
mayor escasez de alimentos*®.

Se han encontrado discrepancias entre los resultados obtenidos en estas y
otras poblaciones humanas. Ademas existen muchas otras variables que podrian
influir o enmascarar los efectos. Estas razones han llevado a la necesidad de
establecer modelos experimentales controlados en especies de laboratorio que
permitan determinar con certeza los efectos atribuibles a la desnutricion (y otras
fuentes de estrés materno) y estudiar los mecanismos involucrados en la aparicion

de tales alteraciones.
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Modelos experimentales

El estudio de la programacion durante el desarrollo ha aprovechado
diversos eventos desafortunados en la historia de la humanidad como modelos
epidemioldgicos. Estos modelos se han tratado de implementar en especies de
laboratorio para explicar o aproximar los efectos observados en el ser humano. La
investigacion con animales de experimentacion ha confirmado los hallazgos
clinicos y epidemiolégicos. Por ejemplo, las crias de ratas sujetas a dietas
isocaldricas bajas en proteinas durante diferentes periodos o la totalidad del
embarazo, han desarrollado hipertension, asi como intolerancia a la glucosa en la
vida adulta®*.

Para establecer estos modelos en animales se han empleado diferentes
fuentes de estrés como origen de la programacion durante el desarrollo. Diversos
factores pueden modificar el ambiente intrauterino y post natal. Entre ellos, la
nutricion materna y del individuo durante las primeras etapas de la vida representa
un punto critico de gran importancia. Otro factor importante en la programacion es
la sobre-exposicion a diferentes hormonas, ya sea en el ambiente intrauterino
como en el post natal. Entre las hormonas mas estudiadas se encuentran los
glucocorticoides, que pueden ser producidos por la propia madre o bien pueden
ser administrados durante el embarazo, como sucede cuando hay amenaza de
parto prematuro®. Sin embargo, los glucocorticoides no son la Unica influencia
hormonal que se puede encontrar durante el desarrollo temprano. La existencia de
contaminantes ambientales de origen industrial que funcionan como compuestos
disruptores enddcrinos (CDE), discutidos mas adelante, también pueden ejercer
accion hormonal en el feto o el neonato. Incluso la respuesta fisiologica materna a
ciertos tipos de estrés produce sobre-exposicidén a hormonas esteroides de origen
materno (glucocorticoides, estradiol y testosterona)®’.

Ademas de las diferentes fuentes de estrés materno, la utilizacion de
diversas especies animales (rata, raton, oveja, mono) ha mostrado resultados
similares a las observaciones epidemiologicas y clinicas en el ser humano.

El uso de diferentes fuentes de estrés como origen de alteraciones en la

programacion durante el desarrollo ha permitido la implementaciéon de una amplia
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variedad de modelos biolégicos. En general podriamos dividir estos modelos en 3
clasificaciones:

1. Exposicidn a compuestos con actividad hormonal.

2. Manipulacién nutricional.

3. Exposicion materna a otras condiciones adversas.

1. Exposicién a compuestos con actividad hormonal

Sin duda uno de los recursos mas empleados entre los modelos
experimentales de programacién durante el desarrollo es la administraciéon de
compuestos con actividad hormonal. El uso de estos compuestos se puede dividir
a suvezen:

a) Sobre-exposicién temprana a glucocorticoides,

b) exposicidn fetal o neonatal a compuestos androgénicos,

c) exposicion fetal o neonatal a otros compuestos disruptores enddocrinos.

a) Sobre-exposicion temprana a glucocorticoides

El empleo de los glucocorticoides pretende simular, con dosis
farmacoldgicas, la actividad excesiva del eje Hipotalamo-hipodfisis-adrenal (HHA)
materno o del producto. Como respuesta fisioldgica al estrés, el eje HHA produce
glucocorticoides (cortisol en el ser humano, corticosterona en la rata).

Los glucocorticoides tienen funciones a diferentes niveles, por ejemplo, a
nivel vascular modifican la respuesta a vasoconstrictores, en el higado regulan la

gluconeogénesis®* >

, en hipocampo modulan la expresion de los receptores para
mineralocorticoides y glucocorticoides, los cuales participan en la inhibicion del eje
HHA>,

En el embarazo, los glucocorticoides maternos se incrementan
considerablemente® y participan en dos funciones fundamentales. Por un lado, en
la madre inician las sefiales de parto cuando el producto esta a término®® °¢ %', Por
otro lado, durante el desarrollo fetal, intervienen en la maduracién de 6rganos
vitales para la supervivencia post natal, como es el caso del pulmén y tracto

gastrointestinal. Durante los ultimos meses de la gestacion, el pulmén fetal
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comienza a producir surfactante, encargado de mantener la interfase liquido—aire
entre la sangre y el oxigeno inhalado. Los glucocorticoides producidos por el feto,
son indispensables para la produccién pulmonar del surfactante®. En el ser
humano, ante la amenaza de parto prematuro, situacion en que el producto no ha
madurado su pulmoén, el tratamiento de eleccion es la administracion materna de
glucocorticoides para asegurar el correcto funcionamiento pulmonar® °® % En el
caso del tracto gastrointestinal, al nacimiento debe ser capaz de pasar de la
alimentacién parenteral a la enteral®. Los glucocorticoides participan en la
maduracién de los sistemas enzimaticos encargados de la digestién y la absorcién
de nutrimentos®!, ademas de participar en la diferenciacién morfoldgica y funcional
del epitelio gastrointestinal®®.

Durante el desarrollo fetal, la placenta posee un mecanismo mediante el
cual protege al feto de la exposicion excesiva a glucocorticoides maternos. El
sistema enzimatico de la 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (11BHSD), esta
compuesto por dos isoformas de la enzima. La 11BHSD tipo 2 es la mas
importante en la proteccion fetal a la sobre-exposicion a glucocorticoides, su
actividad es convertirlos en metabolitos inocuos para el feto (ejemplo: el cortisol es
biostransformado a cortisona). Mientras que la isoforma 11BHSD tipo 1 tiene la
funcién opuesta a la tipo 2, pero en la placenta su abundancia relativa es baja®* .
En la placenta de bebés pretérmino, la baja actividad de la 11BHSD tipo 2 se
asocia con baja conversion de cortisol a cortisona, lo cual se asocia con RCIU®*. El
ratdbn null para esta enzima presenta RCIU aun a concentraciones fisioldgicas
maternas de corticosteroides®.

Para lograr la sobre-exposicion fetal a glucocorticoides se han utilizado
diversas estrategias experimentales. Entre ellas se incluyen la administracion
materna de corticosteroides sintéticos (dexametasona, betametasona), asi como
la de ACTH vy la inhibicion de la 11BHSD tipo 2. En la oveja y la rata, se ha
observado disminucion de la actividad de 11BHSD tipo 2%, RCIU®® % alta tasa de
mortalidad perinatal de las crias y se asocia con alteraciones en el eje HHA?" que

€. 68 enfermedad cardiovascular® y alteraciones en el

63, 69-72

conducen a hipertensiéon

metabolismo de la glucosa en la descendencia
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b) Exposicién fetal o neonatal a andrégenos

La administracion de compuestos androgénicos en periodos susceptibles
del desarrollo afecta de manera considerable a las hembras. A diferencia del
macho, durante el desarrollo fetal y neonatal, las hembras no sintetizan
androgenos, por lo cual la exposicidon a este tipo de hormonas se traduce en
alteraciones a nivel reproductivo principalmente. Sin embargo, las alteraciones
generadas por la exposicion prenatal a los andrégenos no son exclusivas de este
eje neuroenddcrino, En la oveja, la administracion de propionato de testosterona
se asocia a RCIU, bajo peso al nacimiento’, crecimiento fetal asimétrico y
aumento en el peso relativo de las glandulas adrenales™, asi como
hiperinsulinemia y resistencia a la insulina’. En el caso del ser humano, algunas
patologias maternas como los tumores productores de andrégenos, asi como el
sindrome de ovario poliquistico, producen la exposicion fetal a andrégenos76. En
estas mujeres, la prevalencia de recién nacidos con bajo peso al nacimiento es
mas alta que en las mujeres que no padecen el sindrome’’ y se propone que el
posterior desarrollo de hiperinsulinemia y otros signos caracteristicos del sindrome
se originan en la etapa fetal por la exposicion a los andrégenos maternos
inherente a la patologl'a78. Las alteraciones reproductivas seran tratadas mas

adelante.

C) Exposicion fetal o neonatal a compuestos disruptores
endocrinos

Otro modelo de programaciéon durante el desarrollo es la exposicidon
temprana a compuestos disruptores enddcrinos (CDE)®. Estos compuestos son
sustancias que funcionan como agonistas o antagonistas enddcrinos alterando la
sintesis, almacenamiento y metabolismo hormonal®. Los CDE tienen la capacidad
de actuar tanto en los organismos directamente expuestos como en su
descendencia®.

Los CDE pueden tener actividad estrogénica, anti-estrogénica, anti-
androgénica, o pueden interactuar con otros ejes neuroenddécrinos como el eje

tiroideo, asi como con el sistema inmune, e incluso pueden tener mas de un tipo
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de actividad®®. En general, estos compuestos son altamente lipofilicos, lo que
permite su almacenamiento por periodos prolongados en el tejido adiposo®’. En el
embarazo, el feto puede ser expuesto a diferentes CDE por via transplacentaria®?;
y durante la lactancia, a través de la leche, debido a la movilizacién de las
reservas lipidicas maternas, necesaria para satisfacer la demanda energética del
recién nacido lactante®.

Existe una amplia variedad de CDE en el medio ambiente; entre ellos se
incluyen contaminantes de origen industrial, compuestos naturales como los
fitoestrogenos, plaguicidas como el DDT y farmacos como la flutamida. Estos
compuestos producen principalmente cambios a nivel reproductivo que seran

discutidos posteriormente.

2. Manipulacion nutricional

Entre los factores ambientales que programan la salud y la enfermedad en
el adulto destacan, por su amplia distribucidén en los ecosistemas y en particular en
la humanidad, la desnutricibn materna y neonatal. En los modelos de
programacion la manipulacion alimenticia se utiliza en tres variantes:

a) Restriccion nutricional hipocal6rica, dada por restriccidon nutricional en

términos de la cantidad de alimento y de energia®®.

b) Restriccion nutricional isocalérica, donde la restriccion nutricional es en

un grupo especifico de nutrimentos, generalmente proteina*® %.

¢) Manipulacién nutricional hipercaldrica, dada por el incremento en la

composicién grasa de la dieta®’.

En las diferentes especies de laboratorio estudiadas, la restriccidon
nutricional hipocalérica e isocalérica ha mostrado efectos similares a la
administracién de glucocorticoides. Por ejemplo en la rata, la madre gestante
incrementa sus concentraciones circulantes de corticosterona®’. De este modo, el
paso de corticosteroides a través de la placenta, aunado a la disminucion de la
11B-HSD tipo 2 produce la sobre-exposicion fetal a los mismos®. En la oveja, la
desnutricion materna tiene este mismo efecto®®. En estos modelos se observa

RCIU®, alteraciones en el HHA®, hipertensién %, disminucion en la expresién de
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la 11B-HSD tipo 2%. Ademas se han observado enfermedades a nivel

86, 91 9496 Estos Ultimos seran

cardiovascular , renal®, cerebral® y reproductivo
abordados posteriormente. Muchas de estas modificaciones pueden ser
transmitidas a las generaciones siguientes aun cuando estos individuos no sean
sometidos a ningun tipo de restriccion®” %8, Estudios epidemiolégicos en el ser
humano, han reportado obesidad?®, alteraciones en el metabolismo de glucosa®,

16, 19, 30

enfermedades cardiovasculares , cambios conductuales y de personalidad*

99,100 antre otras.

3. Exposicion temprana a otras condiciones adversas

Ademas de las condiciones antes mencionadas, como la exposicién a
compuestos hormonales y la manipulacién nutricional, para el estudio de la
programacion durante el desarrollo se han establecido otros modelos
experimentales que simulan condiciones que se presentan en nuestra sociedad.
La exposicion prenatal a sustancias téxico-adictivas como alcohol, nicotina,
cocaina, o canabinoides tiene efectos en el fenotipo de la descendencia. La
nicotina durante el embarazo se asocia con bajo peso al nacimiento y disminucion

101

de las capacidades cognitivas . Por su parte, la administracién de canabinoides

durante el embarazo incrementa la muerte fetal intrauterina y disminuye el peso

102

corporal al nacimiento de los sobrevivientes "°, ademas de producir alteraciones

en el aprendizaje y en la funcién motora'®. Mientras que la cocaina durante el
embarazo disminuye la ganancia de peso materno y el peso del recién nacido™".
Uno de los modelos mas controversiales en el estudio de la programacién
durante el desarrollo es el del embarazo en la oveja adolescente. Curiosamente,
en este modelo, si la madre gestante se alimenta normalmente no se observan
alteraciones, mientras que si la madre es alimentada en exceso, el crecimiento
materno se mantiene a expensas del crecimiento fetal y se produce RCIU';
ademas de disminucién del crecimiento placentario’®, hipoxia e hipoglucemia
fetal’®. Sin embargo, los autores no ofrecen ninguna explicacion metabdlica al

fendbmeno que documentan.
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Existen otros modelos que no representan semejanza con condiciones
comunes al ser humano, pero que al ser una perturbacion extrema aseguran la
produccion de efectos adversos en el producto. Entre ellos figuran Ila
inmovilizacibn materna aunada a exposicion por periodos cortos a una fuente de
calor de 150 W, lo cual produce alteraciones hipotalamicas, hormonales y
conductuales principalmente en la cria macho'®'% |a ligacion de la arteria uterina
seguida de aumento del numero de crias por camada durante la lactancia, donde
se ha observado RCIU, bajo contenido graso de las crias y disminucion de las

concentraciones de leptina en la etapa peri pubertal''® """

PROGRAMACION DEL EJE REPRODUCTIVO FEMENINO

Durante décadas se han reconocido los efectos de diversas fuentes de
estrés en cuanto al desempeno reproductivo. Sin embargo, estos datos so6lo han
considerado el ambiente actual o reciente a que ha sido expuesto el individuo''?.
Los efectos del medio ambiente durante el periodo fetal y neonatal como una
posible influencia para el posterior desarrollo de la funcién reproductiva no han
sido estudiados en su totalidad®®. En particular, el aspecto nutricional ha cobrado
especial interés dada su posible aplicacion en el ambito agropecuario. En el
ganado, la restriccion nutricional al inicio de la gestacion permite obtener crias que
alcanzan un mayor peso a edades tempranas por lo que se invierte menos al
momento de venderlas®™ "3

En los Ultimos afnos, con el establecimiento de los modelos de
programacion, se ha avanzado en el conocimiento de los efectos del ambiente
intrauterino adverso sobre la capacidad reproductiva. En el ser humano, los
estudios epidemiolégicos del invierno hambriento holandés muestran que las nifias
gestadas durante ese periodo presentaban bajo peso al nacimiento. Aun cuando
estas mujeres no mostraron problemas de fertilidad en la vida adulta, fueron mas
propensas a tener hijos con bajo peso al nacimiento y alta tasa de mortalidad
perinatal, principalmente cuando la restriccion coincidié con el tercer trimestre de

gestacion de la propia madre®" *! 42,
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En cuanto a estudios experimentales, los trabajos de Gunn''* "> y Aliden"®
durante la década de los 70’s, fueron los primeros en reportar los efectos del
estrés intrauterino en la funcién reproductiva de las crias. A partir de ahi en pocos
estudios se ha continuado con esta linea de investigacion, probablemente debido
a que se requiere de un tiempo prolongado para llevarse a cabo®™ 7. A
continuacién se describen los efectos a nivel del eje reproductivo femenino en los

diferentes modelos experimentales empleados.

Sobre-exposicion temprana a glucocorticoides

A pesar de ser uno de los modelos mas ampliamente utilizados en el
estudio de la programacién durante el desarrollo, no existen muchos trabajos que
describan los efectos en el eje reproductivo por la sobre-exposicion a

glucocorticoides en la vida temprana (Tabla 1).

Tabla 1. Efectos de la sobre-exposicion temprana a glucocorticoides en el eje

reproductivo femenino.

Periodo de

Compuesto L Especie Efectos Ref.
exposicion
Administracién de glucocorticoides
Dexametasona F Rata Retraso en el inicio de la
pubertad (apertura vaginal) 18
Corticosterona NN Ratén  Disminucion en la tasa de
fertilidad 9

Inhibicién de la 11p-HSD tipo 2
Retraso en el inicio de la

Carbenoxolona F Rata pubertad (apertura vaginal) 118

Sobre activacion del eje HHA

ACTH F Rata Incremento en la distancia A-G
al nacimiento 120
F Ratén  Retraso generalizado en el

desarrollo, retraso en el inicio de
la pubertad (apertura vaginal)
NN Raton Incremento en la duracion del
ciclo estral, disminucion del
tamafno de camada de las hijas

121

119

F: fetal; NN: neonatal; 11B3-HSD: 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; HHA:
hipotalamo-hipdfisis-adrenal; A-G: ano-genital.
La evidencia experimental presentada en la Tabla 1 muestra en general

retraso en el desarrollo sexual y disminucién de la tasa de fertilidad en roedores.
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En seres humanos, estudios clinicos muestran que el tratamiento prenatal con

glucocorticoides resulta en el retraso de la menarca en nifias'??

|123

, pero no influye en

el desarrollo psicosexual ni en la preferencia sexua

Exposicidn fetal o neonatal a andrégenos

En los modelos animales, como la oveja, la rata y el ratdn, la
androgenizacion prenatal produce la masculinizacién fenotipica de la hembra'?
(Tabla 2). Los principales efectos de la masculinizacién prenatal estan dados por
el incremento en la distancia ano-genital, claro rasgo de androgenizacién, asi
como por otras alteraciones que incluyen anovulacion y alteraciones en los ciclos
reproductivos. En el ser humano, las hijas de mujeres con ovarios poliquisticos
presentan incremento en las concentraciones de hormona anti-mulleriana durante
la infancia y previo a la pubertad, '*°. Estas mujeres androgenizadas in utero
ademas presentan hirsutismo e hiperinsulinemia, lo que las hace mas susceptibles

de desarrollar el sindrome ellas mismas’®.

Exposicion fetal o neonatal a compuestos disruptores enddcrinos
estrogénicos
Sin duda el compuesto estrogénico mas ampliamente documentado es el
Dietilestilbestrol (DES). El DES fue empleado durante las décadas de los 50 y 60’s
para prevenir abortos espontaneos y otras complicaciones del embarazo. En los
70’s el DES fue retirado del mercado por su implicacién en la creciente incidencia
de anormalidades urogenitales en las nifias y nifios expuestos in utero'®®. Las
denominadas “hijas del DES” son mujeres con alta incidencia de displasia
cervical'?’ hipoplasia vaginal, adenoma vaginal de células claras y malformaciones

126, 128 d126 asi como

uterinas , irregularidades menstruales, disminucion de fertilida
embarazo ectépico, aborto espontaneo y parto prematuro’?®. La administracion de
DES durante el desarrollo temprano muestra efectos similares en diversas
especies animales como la oveja y el ratén (Tabla 3A). Los CDE con actividad
estrogénica también incluyen contaminantes de origen industrial como octilfenol,

bisfenol A y fitoestrogenos como la genisteina y la daidzeina.
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Tabla 2.

femenino.

Efectos de la exposicidon

temprana a andrégenos en el eje reproductivo

Compuesto

Periodo de
exposicion

Especie

Efectos

Propionato
de
testosterona

DHEA

F

NN

Rata

Rata

Raton

Oveja

Mono

Raton

Mono

Hipogonadismo

Disminucién en la expresion de receptor
a progesterona en el hipotalamo
Alteraciones en el ciclo estral, baja
receptividad al macho

Bajo peso al nacimiento. Incremento en la
distancia A-G. Menor numero de
pezones. Masculinizacién de genitales
interno y externos

Masculinizacion hipotalamica
Anovulacion y esterilidad

Masculinizacion conductual, baja tasa de
fertilidad, alteraciones en el ciclo estral
Incremento en la distancia A-G.
Incremento en la sensibilidad conductual
a la testosterona

Masculinizacion de genitales. Incremento
en la distancia A-G

Adelanto de la maduracion sexual
neuroenddcrina

Masculinizacion  sinaptica del area
predptica rostral

Aumento en el peso ovarico y numero
total de foliculos. Aumento en la
expresion ovarica de folistatinas vy
disminucion en la de inhibina B
Disminucién en el numero de foliculos
primordiales

Alteraciones en la retroalimentacion
positiva del eje HHO

Incremento en la frecuencia de pulsos de
LH

Pérdida progresiva de la ciclicidad
Alteraciones en el ciclo estral, incremento
en la incidencia de ciclos anovulatorios
Hipergonadotropismo

Retraso de la menarca
Hiperadrogenismo, anovulacion
Hipersecrecién de insulina y LH
Incremento en la distancia A-G
Hipersecrecion suprarrenal de
andrdégenos

130

131

132

133
24,134
24

135

136

73,124,137

124,138

139

140, 141

74

142, 143

144
138

145, 146
147
148
149-151
149, 150, 152
136

153

F: fetal; NN: neonatal; A-G: ano-genital; HHO: Hipotalamo-hipdfisis-ovario;

DHEA: dehidroepiandrosterona.
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Tabla 3A. Efectos de la exposicion temprana a compuestos disruptores enddcrinos

estrogénicos en el eje reproductivo femenino.

Periodo de

Compuesto L Especie Efectos
exposicién
Benzoato de F Rata Disminucion en la receptividad al macho ™
estradiol
Valerato de Pre pubertal Rata Adelanto de la apertura vaginal,
estradiol supresion de la secreciéon de LH y FSH,
disrupcion de la dinamica ovarica,
anovulacion 195
DES F Rata Liomas uterinos 128
Incremento de FSH y LH circulantes 196
Maculinizacién hipotaldmica 197
F Ratén Liomas uterinos 128
Infertilidad 198
TG Ratén  Adenocarcinoma vaginal 199
Genisteina NN Rata Mayor peso uterino, adelanto del inicio
(Fitoestrégeno) de pubertad, estro persistente y bajas
concentraciones de progesterona
circulante, masculinizacion hipotalamica '
Octilfenol NN Rata Estro persistente, disminucién en la
(Detergente) conducta sexual, masculinizacion
hipotalamica 161
F/NN Oveja Adelanto de pubertad e incremento de
las concentraciones de FSH 162
Bisfenol A NN Ratén Cambios en la citologia vaginal 198,
(Plasticos) independientes del ovario 163

F: fetal; NN: neonatal; TG: transgeneracional; A-G: ano-genital; DES:

dietilestilbestrol; PCB: bifenilos policlorados.

Exposicién fetal o neonatal a otros compuestos disruptores
endocrinos

El contacto con CDE anti-estrogénicos, como los derivados de dioxinas y
bifenilos policlorados, previo a la pubertad aparentemente no tiene impacto en la
edad de la menarca. Sin embargo a pesar de no ser significativo, las nifias
expuestas a este compuesto antes de los 8 afos tienden a mostrar retraso en el

inicio de la pubertad'®* %

. La exposicién temprana a este tipo de compuestos se
relaciona con el alargamiento de los ciclos menstruales'®. Estos CDE (dioxinas y
bifenilos policlorados) también producen alteraciones en el eje tiroideo, lo cual
puede repercutir negativamente en el eje reproductivo'®” ' (Tabla 3B). Las

hormonas tiroideas son indispensables para el desarrollo y crecimiento folicular.
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En el estadio preantral los foliculos presentan numerosos sitios de unidén a
hormonas tiroideas', por lo que en general, la administracién de CDE que
afectan al eje tiroideo produce alteraciones reproductivas (Tabla 3B).

La existencia de ventanas criticas durante el desarrollo y la maduracion del
eje reproductivo produce variaciones en los efectos del CDE, por lo cual el periodo
de exposicion, asi como la dosis juegan un papel crucial en la programacion de

alteraciones reproductivas.

Tabla 3B. Efectos de la exposicion temprana a compuestos disruptores enddécrinos en el

eje reproductivo femenino.

Compuesto Per|oqo_<'je Especie Efectos
exposicién

ANTI-ESTROGENICOS

Dioxinas F Rata Alteraciones en el ciclo estral,

anovulacion, bajas concentraciones
circulantes de estradiol
FITG Rata Bajo peso uterino y ovarico, retraso en
Criceto  apertura vaginal, disminucion en la
fecundidad, alteraciones en el ciclo
estral, filamentos de tejido persistentes
en el orificio vaginal
PCB F/NN Rata Disminucién de la inmunoreactividad a
ERB en los nucleos periventriculares
anteroventrales hipotalamicos
F Criceto  Retraso del inicio de pubertad,
disminucién de la fecundidad, y alta
tasa de muerte materna y fetal en el
periodo perinatal

170

171

172

171

ANTI-ANDROGENICOS
Flutamida F Rata Disminucioén de la distancia A-G
Alteraciones en la conducta sexual

173
174

ACCION INDIRECTA

Dioxinas F Rata  Alteraciones en la dinamica ovarica 175
/PCB

Sales F Rata Disminucion del numero de foliculos
percléricas preantrales y antrales con mayor

atresia en los preantrales 176

F: fetal; NN: neonatal; TG: transgeneracional; A-G: ano-genital; DES:

dietilestilbestrol; PCB: bifenilos policlorados.
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Manipulacion nutricional

La manipulacion nutricional materna, en particular la hipocalérica, ha
mostrado algunas alteraciones en el eje HHO. En general, en la rata se ha
mostrado el retraso en el inicio de la pubertad'’” y en la oveja, la disminucion de la

tasa de fertilidad de las crias'™ 7. 178

(Tabla 4). En el caso de la restriccion
proteinica (isocaldrica), hasta el momento no se han realizado estudios que
identifiquen las posibles alteraciones en la funcion del eje reproductivo femenino.
Por su parte, diversos estudios epidemiolégicos han asociado el estrés
nutricional intrauterino con el incremento en el riesgo en la incidencia del sindrome

36, 94, 179 94, 181

de ovarios poliquisticos , cancer de ovario'® y de mama

Tabla 4. Efectos de la restriccion nutricional materna en el eje reproductivo de las crias

hembras.
Especie Penod_o_@e Efecto
exposicién

Restriccion nutricional hipocalérica

Rata F Retraso en el inicio de pubertad, alteracion en las
poblaciones foliculares, hipersecrecién prepubertal 1
de FSH, reduccién del peso uterino

Oveja F Retraso en el desarrollo ovarico fetal 182,183
Alteracion en las poblaciones foliculares fetales 183
Dano al DNA por estrés oxidativo en ovocitos 184
fetales

114,117,178

F/NN Disminucion de la tasa de fertilidad

F: fetal; NN: neonatal.

Exposicidén temprana a otras condiciones adversas

En el ser humano y los diferentes modelos animales existentes, los efectos
observados por la exposicion temprana a diversas fuentes de estrés varian segun
el tipo de condicion adversa a que es expuesta la cria. En el ser humano, el
embarazo adolescente es considerado un problema de salud publica que
representa aproximadamente la quinta parte de los nacimientos'®® . Se asocia

187 alta

con anemia, disminucion de la ganancia de peso materno, parto prematuro
tasa de mortalidad materna y del producto’®®. Sin embargo, hasta ahora no se han

reportado alteraciones reproductivas en las hijas producto de embarazos
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adolescentes. En el modelo de la oveja adolescente gestante, las crias hembras

presentan modificaciones en la regulaciéon de LH'®® '8 (Tabla 5).

Tabla 5. Efectos de la exposicion temprana a diversas condiciones adversas en la

programacion del eje reproductivo de las crias hembras.

Condicién Perlod_o_Qe Especie Efecto
exposicion
Embarazo F Oveja  Alta concentracion de LH 188

adolescente

Incremento en la expresidn
hipofisaria de LH,

189

Exposicion a compuesto téxico-adictivos

Alcohol F

Nicotina F

NN
F/NN

Cocaina F

Rata

Ratén
Rata

Rata

Rata

Retraso en el inicio de pubertad,
aumento en el numero de
neuronas GnRH inmuno-
positivas en el area predptica
medial

Disminucion en la concentracion
plasmatica de LH

Disminucion en el contenido
hipotalamico de GnRH

Retraso en el inicio de pubertad
Retraso en el inicio de pubertad
Disminucién en la secrecién pre
pubertal de LH

Retraso en el inicio de pubertad
Incremento en la concentracion
de LH en el periodo peri
pubertal

Incremento en la distancia A-G

190, 191

192

191, 192

193
194

194

194

194

101

Condiciones extremas

Inmovilizacién F
materna y calor

Insuficiencia F
placentaria

Aumento de NN
crias por

camada

Rata

Ratén

Rata

Rata

Alargamiento del ciclo estral
Baja tasa de concepcidn, aborto
espontaneo, embarazo largo y
alta tasa de mortalidad de las
crias de la F2 al nacimiento
Retraso en el inicio de pubertad,
ciclos estrales largos y baja tasa
de fertilidad

Retraso en el inicio de pubertad

Retraso en el inicio de pubertad
(apertura vaginal y primer estro)

195

196

197

110

110 198

F: fetal; NN: neonatal, A-G: ano-genital, F2: Segunda generacion.
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Probablemente los modelos de mayor interés por su aplicacién en el ser
humano son los que incorporan la exposicion a sustancias adictivas. En la mujer,
el antecedente de tabaquismo materno durante el embarazo se asocia con la

19 mientras

disminucién de la fecundidad comparado con mujeres no expuestas
que el alcoholismo durante el embarazo incrementa la tasa de mortalidad
perinatal®®. La exposicidon a este tipo de sustancias se asocia con retraso en el
desarrollo sexual y alteraciones en los perfiles hormonales en animales de
laboratorio (Tabla 5).

Ademas de los anteriores, los modelos que emplean como fuente de estrés
estimulos extremos para asegurar la aparicion de efectos adversos en la
descendencia, también muestran efectos a nivel reproductivo. En roedores, se ha
observado el retraso en el inicio de pubertad y el alargamiento del ciclo estral
asociados a inmovilizacién materna con aumento de la temperatura'®® % asi
como por la induccion quirdrgica de insuficiencia placentaria y el aumento de crias

por camada'® (Tabla 5).
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JUSTIFICACION

El estudio de la programacién durante el desarrollo es relativamente nuevo.
Los estudios pioneros de Barker'®, no tuvieron un gran impacto al tiempo de su
publicacién (1986). Sin embargo, a fines de los 90’s la apariciobn de nuevos
trabajos clinicos contundentes incremento el interés en esta area de investigacion.
Los estudios epidemioldgicos y clinicos relativos al Invierno Hambriento Holandés
junto con la creciente evidencia experimental en especies de laboratorio han
establecido un é&rea solida en el conocimiento del origen de la salud y la
enfermedad. Hasta ahora la mayor parte de los estudios realizados con relacion a
la programacion durante el desarrollo se ha enfocado principalmente a los efectos
de la misma sobre el sindrome metabdlico en la descendencia. En cuanto al
estudio de los ejes neuroendécrinos, el eje Hipotalamo-hipéfisis-adrenal ha
cobrado la mayor atencién por su implicacion en la hipertension y en cierto grado
en el metabolismo de la glucosa. A pesar de que el estudio del eje reproductivo,
tanto femenino como masculino, es de gran importancia en términos ecolégicos y
de salud reproductiva, la programacién de este eje ha recibido menos atencion. En
particular, el estudio de las hembras se hace indispensable debido a que en el
ovario, el numero de células germinales al nacimiento es limitado y se encuentra
en constante descenso durante la etapa reproductiva. Aun cuando en los ultimos
tres afios se ha incrementado considerablemente el niumero de publicaciones
respecto a la programacion del eje Hipotalamo-hipdfisis-génada, la mayor parte
corresponden a la exposicion prenatal y neonatal a exceso de hormonas sexuales
(androgenos y estrogenos) y a compuestos disruptores enddécrinos presentes en el
medio ambiente, sin que se estudien en detalle los efectos de la desnutricion
materna.

Diversos estudios relacionados con la programacion de la salud y la

enfermedad proponen que la habilidad de una madre gestante para nutrir a su hijo
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se establece durante su propia vida fetal, asi como su experiencia nutricional
durante la nifiez. Esto determina su talla, composicion corporal y metabolismo, los
cuales a su vez influyen en la salud que hereda a sus hijos '* “?. Asi pues,
cambios minimos en la dieta de la mujer durante el embarazo podrian originar
alteraciones en la descendencia que a largo plazo han demostrado relacién con el

desarrollo de enfermedades en el adulto** #2

, por lo que mejorar la nutricion y
composicién corporal de las nifias y mujeres jovenes protegeria el crecimiento y
salud de las futuras generaciones. La evidencia observada en la programacion del
eje Hipotalamo-hipofisis-adrenal, sugiere que podria haber un efecto semejante a
diferentes niveles del eje reproductivo®™, mientras que estudios en el modelo del
Invierno Hambriento Holandés muestran el paso de los efectos de la desnutricion
materna durante la gestacion a la generaciones siguientes** %2,

Empleando el enfoque nutricional, se ha mostrado que la desnutricion
materna en ovejas hembras puede retrasar significativamente el desarrollo del
ovario fetal*® ¥ También se ha observado que la desnutricion durante la vida
fetal retrasa el inicio de la pubertad®®® y provoca disminucién en la tasa de
fertilidad'’. Sin embargo, hasta ahora no se han identificado los efectos
endocrinos que pudieran estar involucrados en estas alteraciones ni se han
realizado estudios a largo plazo que describan el final de la vida reproductiva.

El propdsito del presente proyecto es el estudio de los efectos del ambiente
intrauterino adverso —empleando el modelo de restriccion proteinica— sobre el
desarrollo sexual y la funcion ovarica. Para tal fin, se incluyen algunos parametros
de la funcion reproductiva que influyen en la fertilidad de la hembra desde antes
de la pubertad hasta el final de la etapa reproductiva. Los resultados identifican
alteraciones en la funcién reproductiva cuyo origen se encuentra determinado por
la calidad del ambiente intrauterino y neonatal, y que podrian estar implicados en

un incremento en el riesgo de trascender a las siguientes generaciones.
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HIPOTESIS.

La restriccidon proteinica materna durante el embarazo, la lactancia o ambos
programara alteraciones en el desarrollo sexual y la funcién reproductiva de las
crias hembras de rata a diferentes niveles del eje reproductivo femenino. Estas
alteraciones se traduciran en el retraso del inicio de la pubertad y la disminucién

de la tasa de fertilidad.
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OBJETIVOS.

Objetivo gen

eral:

Describir los efectos de la restriccion proteinica materna durante el
embarazo y la lactancia en el desarrollo sexual, las concentraciones
hormonales, la ciclicidad y la capacidad reproductiva de las crias

hembras de rata.

Objetivos Particulares:

Establecer un modelo experimental que permita estudiar los efectos
de la restriccion proteinica materna durante periodos criticos del
desarrollo fetal y neonatal en la funcion reproductiva de las crias
hembras.

Estudiar los efectos de la restriccion proteinica en las madres
evaluando la ganancia de peso asi como la ingesta alimenticia y
energética durante el embarazo y la lactancia.

Analizar los efectos de la restriccion proteinica durante la gestacion
sobre las caracteristicas de la camada (numero y sexo), y diferentes
parametros morfométricos (peso, talla, diametro cefalico vy
abdominal) de las crias hembras al nacimiento.

Estudiar los efectos de la restriccion proteinica materna durante la
gestacion en la distancia ano-genital de las crias hembras al
nacimiento.

Realizar estudios fisioldgicos comparativos del inicio de la pubertad,
el ciclo estral y la tasa de fertilidad de las hembras de los diferentes
grupos experimentales.

Realizar estudios comparativos de las concentraciones circulantes de

esteroides sexuales (progesterona, estradiol y testosterona) y de
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gonadotropinas (LH y FSH) de las crias de madres que padecieron
restriccion proteinica materna durante el embarazo, la lactancia o
ambos y las crias producto de alimentacién normal.

Realizar estudios comparativos de la expresion ovarica de genes
clave en la via esteroidogénica (StAR, P450scc, P450aromatasa),

asi como de los receptores a gonadotropinas (FSH-R y LH-R).
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MATERIAL Y METODOS

l. Modelo experimental.

Establecimiento del modelo experimental

Con el fin de establecer un modelo experimental que permitiera la
evaluacion de los efectos de la restriccion proteinica intrauterina y neonatal sobre
la funcién reproductiva de la rata hembra se realizaron experimentos preliminares
en los que se emplearon diferentes dietas y condiciones maternas para fijar ciertos
parametros indispensables para continuar con el proceso experimental de una
manera 6ptima, determinando los puntos criticos a ser tomados en cuenta. Tales
parametros fueron el peso y la edad maternos, el uso de dietas isocaldricas con
diferente contenido de proteina (20 y 10%), asi como los periodos en que se debia
aplicar la restriccion proteinica a la madre; estableciéndose las condiciones que se

plantean a continuacion.

Animales y alojamiento

Los animales fueron mantenidos en el bioterio del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) bajo condiciones
controladas de luz-oscuridad (12:12 horas), asi como de humedad y temperatura
(75% Humedad Relativa, y 23°C). Todos lo procedimientos fueron aprobados por
el Comité de Investigacién en Animales (CINVA) del INCMNSZ y estan acordes
con la guia para el uso y cuidado de los animales laboratorio del National
Research Council (EUA)®".

Se emplearon 64 ratas hembras albinas nuliparas de la cepa Wistar entre
10 y 12 semanas de edad y con un peso de 240 + 20 g. Las ratas fueron
apareadas con machos de fertilidad probada, se obtuvieron frotis vaginales y el

dia en el que se encontraron tapdn espermatico o espermatozoides se designd
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como dia de la concepcion. Las hembras gestantes fueron asignadas

aleatoriamente a los diferentes grupos experimentales (Figura 1).

Hembras Wistar
240+ 20¢g
10-12 semanas

. . h-/ -7
Frotis vaginal l -~ Concepcién
*—_

CC R CR RC

Figura 1. Ratas hembras Wistar de 10 a 12 semanas de edad con peso
aproximado de 240 g fueron apareadas con machos de fertilidad probada
y sin ningun tipo de tratamiento, la presencia de espermatozoides en el
frotis vaginal indicé el dia de la concepcién. Las hembras gestantes

fueron distribuidas aleatoriamente en los grupos experimentales.

Alimentacion

El uso de dietas a base de caseina ha sido reportado previamente*® %,

se
emplearon dos dietas isocaldricas con diferente contenido de caseina, la dieta
control (C) con el 20% de proteina y la restringida (R) con unicamente 10% de
caseina y suplementadas con celulosa (fibra dietética) y L-cistina de acuerdo a lo
reportado por Zambrano et. al. en 2005 (Tabla 6)°". El alimento fue preparado en
forma de galletas duras, con el fin de que las ratas pudieran roerlo. En la dieta R,
se incrementd el contenido de hidratos de carbono para proporcionar el mismo

aporte energético en ambas dietas.
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Tabla 6. Composicion de las dietas experimentales.

Dieta C Dieta R
Ingrediente Caseina 20% Caseina 10%

(9/100 g) (g/100 g)
Caseina libre de vitaminas 20 10
L-cistina dihidroclorada 0.3 0.15
Mezcla de Vitaminas AIN-93-VX 1 1
Clorhidrato de Colina 0.165 0.165
Mezcla de Minerales Rogers-Harper 3.5 3.5
a-Celulosa —fibra— 5 5
Aceite de maiz —lipidos— 5 5
Dextrosa Anhidra 32.5 37.5
Almidén de maiz 32.5 37.5
Contenido energético 3.85 Kcallg 3.85 Kcallg

Se emplearon dos diferentes dietas isocaléricas, C (Control, caseina
20%) y R (Restringida, caseina 10%). Todos los componentes fueron
grado alimenticio. Los siguientes ingredientes fueron adquiridos de Harlan-
Teckland , EUA: caseina libre de vitaminas (Cat. 160090), L-cistina
dihidroclorada (Cat. 10360), mezcla de vitaminas AIN-93-VX
(Cat.TD94047), mezcla de minerales Rogers-Harper (Cat. 170760),
dextrosa anhidra (Cat. 160195) y almidén de maiz (Cat. 160170). De
Sigma-Aldrich, St Louis MO, EUA, se obtuvieron: clorhidrato de colina
(Cat. C2004) y a-celulosa —fibra— (Cat. C8002). El aceite de maiz se obtuvo

de La Gloria, México.

Grupos experimentales

El disefio experimental contempld diferentes esquemas de alimentacién
durante la gestacion, la lactancia o ambos considerando la existencia de ventanas
criticas en el desarrollo del eje reproductivo®* %7 3% 292 ge tyvieron tres grupos
experimentales ademas de un grupo control, la designacién de los grupos
corresponde a las dietas recibidas por la madre durante el embarazo —primera

letra— y la lactancia —segunda letra— (Figura 2).
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CC: Las madres fueron alimentadas con la dieta C durante el embarazo y

la lactancia.

RR: Las madres fueron alimentadas con la dieta R durante el embarazo y

la lactancia.

CR: Las madres fueron alimentadas con la dieta R Unicamente durante la

lactancia.

RC: Las madres fueron alimentadas con la dieta R Unicamente durante el

embarazo.
Embarazo Crecimiento
Concepcion Nacimiento Destete
Dias O 22 0 21
20% CASEINA 20% CASEINA \

C

10% CASEINA 10% CASEINA
20% CASEINA 10% CASEINA
10% CASEINA 20% CASEINA

Figura 2. Se tuvieron cuatro grupos experimentales. Las madres fueron

> 20% CASEINA

alimentadas con la dieta C (caseina 20%) o R (caseina 10%) durante el
embarazo —primera letra— y durante la lactancia —segunda letra. Después
del destete (dia 21 de vida), todas las crias fueron alimentadas con la dieta

C por el resto del estudio.
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Manejo de las madres durante el embarazo y la lactancia

Durante el embarazo, las ratas gestantes fueron mantenidas en jaulas
metabdlicas para monitorear el consumo de alimento asi como el peso diario. El
dia 20 de gestacion, las madres fueron transferidas a jaulas de acrilico con cama
de viruta donde permanecieron durante el parto (dia 22 de gestacion y dia del
nacimiento de las crias) y la lactancia. El peso y la ingesta también fueron
registrados en la lactancia. Después del destete las madres fueron descartadas

del estudio.

Andlisis de la ingesta alimenticia y energética

La cantidad de alimento consumido fue determinada por diferencia de
pesada entre los gramos de alimento inicial en el comedero y los gramos de
alimento en el comedero después de 24 horas. La ingesta de proteina,
carbohidratos y lipidos se calculd6 con base en la composicion de cada
componente en la dieta (C —caseina 20%— o R —caseina 10%-) y a los gramos de

dieta consumidos por dia.

Manejo de las crias hembras hasta la vida adulta

El destete se realizd a los 21 dias de edad. A partir de ese dia todas las
crias fueron alimentadas con la dieta C hasta el final del experimento (Figura 2).
Se llevd un registro semanal del peso de las crias hembras durante el resto del

estudio.

Sacrificio

El sacrificio de diferentes grupos de crias se realizd en varias edades
durante la vida post natal, 2, 21, 70 dias y 22 meses. Las hembras de los
diferentes grupos experimentales se colocaron en ayuno durante doce vy se
sacrificaron por decapitacion en la fase de diestro del ciclo estral. Se colecto la
sangre del tronco, se obtuvo el suero mediante centrifugacion a 2500 x g durante
10 minutos. El suero fue mantenido a —20°C hasta el dia del ensayo. Se disecaron

los ovarios y el utero y se registraron sus pesos secos. Considerando su posicidon
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en la cavidad abdominal, el ovario izquierdo conserva mejor su integridad
morfolégica por lo que se colocd en solucion de paraformaldehido al 4% en PBS
(pH = 7.4) para su posterior inclusion en parafina; el ovario derecho se congel6 a
—70°C.

. Estudios maternos y neonatales

Concentraciones hormonales maternas y neonatales

A los 19 dias de embarazo, se colecté una muestra de sangre de la vena de
la cola de un grupo de 30 hembras gestantes (13 C —control- y 17 R —
restringidas—). El suero se obtuvo como se indica en la seccion de sacrificio. Se
analizaron las concentraciones maternas circulantes de progesterona, estradiol,
testosterona, corticosterona y prolactina por el método de RIA. Estas ratas
presentaron parto espontaneo a los 22 dias de gestacion. Las madres
permanecieron con la misma dieta por dos dias posterior al parto. Las crias fueron
pesadas al nacimiento y se registro el sexo. Para identificar el sexo de las crias se
empled la distancia ano-genital: hembras < 2.5 mm y machos > 2.5 mm?®. A los
dos dias de nacidas las hembras neonatas fueron sacrificadas. Se colectd la
sangre del tronco y se obtuvo el suero. Se determinaron las concentraciones de
corticosterona en suero en las neonatas por el método de radioinmunoanalisis
(RIA).

Manejo de las camadas al nacimiento

Al nacimiento todas las crias fueron pesadas y clasificadas por sexo, se
registraron el numero de crias por camada, la talla, el diametro cefélico y
abdominal; estos ultimos, como parametros para evaluar el impacto de la
restriccion proteinica materna durante la gestacion. Se ajustaron las camadas a un
total de 10 a 12 crias por madre conservando una relacion de machos y hembras
de aproximadamente 1:1 y descartando aquellas camadas en que hubieran nacido

menos de 10 o mas de 14 crias.
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Parametros morfométricos

Mediante el uso de un vernier se determind la talla de las crias hembras al
nacimiento, se midié de la punta de la nariz a la base de la cola. Se midi6 el
didmetro cefalico tomando como base la altura de las orejas y se determiné el

didmetro abdominal midiendo en la base de las costillas (Figura 3).

Figura 3. Parametros morfométricos como el diametro cefalico (A) y
abdominal (B), se determinaron mediante el uso de un vernier como se

indica en la figura.

Distancia ano-genital al nacimiento

La distancia ano-genital se midi6 como un parametro para determinar los
efectos del estrés nutricional materno en el desarrollo sexual de las crias hembras
al nacimiento. Mediante el uso de un vernier se determiné la distancia entre el ano

y el poro genital (Figura 4).

Figura 4. Mediante el usO nialo 1a distancia ano-genital en

las crias al nacimiento como se muestra en la figura.

II. Estudios fisiolégicos del eje reproductivo
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Inicio de la pubertad

A partir del dia 30 de vida, las hembras de los diferentes grupos fueron
revisadas diariamente para determinar la edad de inicio de la pubertad la cual se
determind tanto por la apertura vaginal como por el primer estro. A partir de la
apertura vaginal se tomaron frotis vaginales para determinar la edad del primer

estro (Figura 5).

Figura 5. La figura muestra la sujecion de la rata para la toma del frotis
vaginal. El asa debe esterilizarse y dejarse enfriar al aire previo a tomar la

muestra.

Estudio del ciclo estral

El ciclo estral de las hembras de los diferentes grupos experimentales se
evalué a diferentes edades: inicio de la pubertad (edad de la apertura vaginal
aproximadamente 37 dias) y posteriormente a los 140 dias, 12 y 22 meses. A
estas edades, se tomaron frotis vaginales diariamente durante periodos de 10 dias

para determinar la longitud del ciclo y sus etapas (Figura 6).
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Figura 6. La figura muestra la citologia vaginal de la rata correspondiente a

las etapas del ciclo estral: (A) estro, (B) metaestro, (C) diestro y (D)

proestro.

Tasa de fertilidad

A los 150 dias de vida se evaluo la tasa de fertilidad colocando dos
hembras con un macho de fertilidad probada durante un periodo de cinco dias
para asi asegurar que se presentara al menos un proestro durante el tiempo de
apareamiento. Se determind la proporcion de hembras que quedaron prefiadas
por grupo. Este mismo procedimiento se realizé a los 12 meses de edad, en esta
ocasion el periodo de apareamiento fue de siete dias debido a que los ciclos a

esta edad son mas largos.

V. Estudios bioguimicos

Andlisis de las concentraciones de progesterona, estradiol, testosterona y
corticosterona por RIA

Las concentraciones circulantes de progesterona, estradiol, testosterona y
corticosterona se determinaron por RIA’s especificos DPC Coat-A-Count
(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, EUA; Cat. TKPG2, TKE22,
TKTT2 y TKRC1 respectivamente). Todas las muestras se analizaron por
duplicado. Los coeficientes de variacion intraensayo fueron 2%, 2%, 3% y 2%;
interensayo 4%, 3%, 5% y 4%; y la sensibilidad: 0.02 ng/mL, 0.8 pg/mL, 0.04
ng/mL y 5.7 ng/mL; para progesterona estradiol, testosterona y corticosterona

respectivamente.
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Andlisis de la concentracién de rFSH por RIA

La concentracion de rFSH en suero se determiné por el método de RIA de
doble anticuerpo, empleando los reactivos donados por el NIDDK (National
Institute of Arthritis, Diabetes, Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD,
EUA) y usando como referencia el estandar NIDKK-rFSH-RP2. FSH de rata fue
radiomarcada con '®| mediante la técnica de Cloramina T (Sigma-Aldrich, Cat.
C9887), con posterior separacion de la proteina marcada y el 125 por columnas de
Sephadex G-100 (Sigma-Aldrich, Cat. S6147). Se emplearon 100 ul de suero por
tubo. Todas las muestras se analizaron por duplicado. Los coeficientes de
variacion intraensayo, interensayo y la sensibilidad fueron: < 9%, <14% vy 0.035

ng/mL respectivamente.

Andlisis de la concentracion de rLH por RIA

La rLH presente en las muestras fue determinada mediante RIA especifico,
utilizando los reactivos donados por el NIDDK, y usando como referencia el
estandar NIDKK-rLH-RP3. LH de rata fue radiomarcada con '®I mediante la
técnica de cloramina T, con posterior separacién de la proteina marcada y el 129
por columnas de Sephadex G-100. Se emplearon 100 ul de suero por tubo. Todas
las muestras se analizaron por duplicado. Los coeficientes de variaciéon
intraensayo, interensayo y sensibilidad fueron: < 7%, < 12% vy 0.02 ng/mL

respectivamente.

Andlisis de la concentracion de rProlactina por RIA

La Prolactina de rata fue determinada mediante el uso de un estuche
comercial especifico (Biocode-Hycel, Bélgica; Cat. AH R011). Sélo se realizé un
ensayo y el coeficiente de variacion intraensayo y sensibilidad fueron: < 6% y 1.07

ng/mL respectivamente.
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V. Estudios moleculares

Obtencion de cDNA

Los ovarios derechos se descongelaron en hielo. Se realizé la extraccion
del RNA total mediante el uso del TRIzol (Invitrogen, Carlsbad CA, EUA, Cat.
1559-026). Una vez extraido el RNA fue cuantificado mediante absorcion
ultravioleta y mantenido a —70°C. Para sintetizar la primera hebra de cDNA se
utilizaron 5 ug del RNA extraido previamente y el estuche SuperScript First Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Cat. 11904-018).

Sintesis y marcaje de sondas especificas

Se colectaron ovarios de ratas hembras albinas de la cepa Wistar de
aproximadamente 70 dias de edad sin ningun tipo de tratamiento experimental.
Los tejidos fueron conservados a —70°C. Se extrajo el RNA y se obtuvo el cDNA.
Se amplifico cada uno de los genes de interés mediante PCR empleando los
oligonucledtidos especificos descritos en la Tabla 7. Los productos de PCR fueron
separados en geles de agarosa. Los fragmentos correspondientes a los pesos
moleculares esperados para cada una de las diferentes sondas fueron purificados
mediante el estuche Freeze ‘n Squeeze Gel Extraction Spin Columns (BioRad, CA,
EUA, Cat. 732-6165). Las sondas obtenidas fueron marcadas mediante una
reaccion de PCR que incluye dUTP marcado con digoxigenina ademas de
nucledtidos no marcados con el estuche PCR Dig Probe Synthesis Kit (Roche,
Penzberg, Al, Cat. 11636090910). Se confirmé el marcaje de la sonda mediante
corrimiento electroforético en geles de agarosa, en donde la sonda marcada
mostraba mayor peso molecular con respecto a la sonda no marcada. La sonda
marcada fue entonces purificada y posteriormente desnaturalizada a 95°C por 10
minutos y disuelta en 25 mL de solucién estandar de hibridacion (12.5 mL de SCC
20X, 500 pL de N-Laurilsarcosina 10%, 50 yL de SDS 20%, 5 mL de solucion de
bloqueo 1X (Roche, Cat. 1096176)). Esta soluciéon fue empleada posteriormente

en la hibridacion de las membranas.
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Tabla 7. Oligonucledétidos empleados.

Gen Oligonucléotido sentido Oligonucléotido anti-sentido Peso
StAR 5’-ccagcaaggagaggaagctat-3’ 5’agcacacaggtggaacctct3’ 370 pb
P450scc 5’-atgctggcaaaaggtcttt-3’ 5’-cctgtaaatggggccata-3’ 310 pb
P450arom 5’-cctggcaagcactccttate-3’ 5’-taccgcaggatatcgttaat-3’ 430 pb
rLH-R 5’-gaatgctttccaagggatga-3’ 5’-cctcaaagatggcggaataa-3’ 470 pb
rFSH-R 5’-gagtcatcccgaaaggatca-3’ 5’-taaaatgactggcccagagg-3’ 494 pb
Ciclofilina 5’-ccccaccgtgttcttcgacat-3’ 5’-gctggtcttgccattcctgga-3’ 451 pb

Los oligonucledtidos mostrados se construyeron para el estudio de la
expresion de los genes StAR, P450 scc, P450 aromatasa, rLH-R vy
rFSH-R.

Expresion semicuantitativa de StAR, P450 scc, P450 aromatasa, rLH-R y rFSH-R
en ovario

La expresion relativa de los genes de interés se analizd6 mediante Southern
Blot. Se obtuvo el cDNA y fue amplificado mediante programas de PCR
especificos para cada uno de los genes en estudio y usando los oligonucleétidos
descritos anteriormente. Los programas se describen en la Tabla 8. Los productos
de PCR fueron separados electroforéticamente en geles de agarosa al 1.2% en
TBE 0.5X, empleando un voltaje constante de 90V. Posterior a un lavado de 30
minutos en solucién alcalina (pH = 11) y otro de 30 minutos en solucién neutra
(pH = 7.4), los geles fueron transferidos por capilaridad a membranas de nylon
Zeta Probe cargadas positivamente (Bio-Rad, Cat.162-0159). Una vez transferidos
los fragmentos de DNA a las membranas, fueron fijados mediante tratamiento con
luz UV (crosslink).
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Tabla 8. Programas de PCR.

StAR P450scc P450arom rLH-R rFSH-R
Numero de Ciclos 30 30 30 35 35
94°C 94°C 94°C 94°C 94°C
Desnaturalizacién
30 seq. 30 seg. 30 seg. 30 seg. 30 seg.
60°C 65°C 60°C 60°C 62°C
Alineamiento
30 seq. 30 seg. 30 seq. 30 seg. 30 seg.
72°C 72°C 72°C 72°C 72°C
Elongacion
30 seq. 30 seg. 30 seq. 30 seq. 30 seq.

Se emplearon programas especificos para el estudio de la expresion
semicuantitativa de los genes de StAR, P450 scc, P450 aromatasa, rLH-R

y rFSH-R en el ovario de la rata.

Hibridacion y Southern Blot

Las membranas fueron prehibridadas en solucion estandar de hibridacion,
durante 24 horas a 68°C. Posteriormente, se hibridd durante 24 horas con la
sonda marcada con digoxigenina en solucion estandar de hibridacion en una
dilucion de 1:2 para la sonda especifica de cada gen y 1:6 para la sonda marcada
de Ciclofilina. Las temperaturas de hibridacion fueron: 60°C para StAR, 62°C para
P450 aromatasa y 65°C para P450 scc, rLH-R y rFSH-R. Se realizaron lavados:
dos veces con solucion de lavado 1 (SSC 2X, SDS 0.2%) por 15 minutos con
agitacion, dos lavados con solucion de lavado 2 (SCC 0.2X, SDS 0.2%) por 15
minutos con agitacion, cada uno a temperatura ambiente, un tercer lavado con
solucion de lavado 2 por 15 minutos con agitacion a 68°C y finalmente con
solucién de lavado 3 (Tween 20 al 3% en solucion de acido maléico 0.1 M y NaCl
0.15 M a pH 7.5) por 5 minutos con agitacion. La membrana se incubd por 45
minutos en solucién de bloqueo 1X, seguido de una incubacién con el anticuerpo
anti-digoxigenina (Roche, Cat. 1 093 274) a una dilucién de 1:10000 en solucién
de bloqueo durante 45 minutos. Finalmente, se elimind el exceso con solucién de
lavado 3 por 15 minutos con agitacion, la membrana se colocé en 50 mL de
solucién de deteccion (TRIS-HCI 0.1 M, NaCl 0.1 M, de MgCl, 50 mM, a pH 9.5)

durante 10 minutos. La membrana fue colocada en un folder de plastico en donde
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se le agregdé 1 mL de sustrato para fosfatasa alcalina, CSPD (Roche, Cat. 1 655
884) en una dilucion de 1:250 en solucion de deteccion, se incubd 5 minutos y se
elimino el exceso de sustrato. La membrana se incubd durante 30 minutos a 37°C.
y se colocd dentro de un casete para exponer una placa fotografica especifica
para quimioluminiscencia (Lumi Film Chemiluminescent Deteccion Film, Roche,
Cat. 11 666 65700) durante 10 a 30 minutos. Se reveld la placa previamente
expuesta. La expresion relativa respecto al gen constitutivo de la ciclofilina se
determiné mediante densitometria. Se utilizé el analizador de imagenes EagleEye-
System (Stratagene, EUA).

VI. Estudios histolégicos

Evaluacion de las poblaciones de foliculos preantrales y antrales

Los ovarios izquierdos obtenidos al sacrificio, se limpiaron eliminando el
exceso de grasa, se pesaron y fijaron en solucion de paraformaldehido al 4% en
buffer de fosfatos a pH 7.4. Después de 12-18 horas de fijacion los ovarios fueron
sometidos a deshidratacién gradual pasando por concentraciones crecientes de
etanol en tiempos de 30 minutos cada uno. Posterior a este tratamiento, los
ovarios fueron preparados para su inclusion en parafina colocandolos en xileno en
tiempos de 1 hora seguido de parafina liquida a 60°C; los ovarios se incluyeron en
bloques.

Se obtuvieron cortes seriados de 10 um, los cuales fueron tefiidos con
Hematoxilina (Sigma-Aldrich, Cat. H3136) y Eosina Y (Sigma-Aldrich, Cat. HT110-
2-32) para identificacion de los foliculos. Las poblaciones foliculares se clasificaron
de acuerdo al numero de capas de células foliculares, a la morfologia de las
mismas y a la presencia de la cavidad antral en: foliculos preantrales si
presentaban mas de 2 capas de células foliculares cuboidales y carecian de
cavidad antral (Figura 7A) y foliculos antrales cuando presentaban mas de 2 capas
de células foliculares y el ovocito se mostraba claramente rodeado por su corona

radiada en la cavidad antral (Figura 7B). La cuantificacion se realizé tomando en
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cuenta estas poblaciones y unicamente se consideraron los foliculos en que se

apreciaba claramente el ovocito con su nucléolo.

"SR - A

Figura 7. La figura muestra cortes de ovario de rata. A: foliculo preantral.
B: foliculos antrales. El asterisco muestra el nucleolo de los ovocitos en

cada foliculo. La barra de calibracién representa 100 ym.
VII.  Andlisis estadistico

Todos los datos se expresaron como media * error estandar, a excepcion
de los casos de fertilidad y sobrevida que se expresaron como proporciones. La n
corresponde al numero de camadas analizadas, se utilizaron de 1-2 crias por
camada. En los casos en que se tom6 mas de un individuo por camada, los datos
fueron promediados y empleados como una camada. Las comparaciones entre
grupos se realizaron mediante ANOVA de una via, seguida por la prueba Post Hoc
de Tukey. También se emplearon las pruebas de t de student y x> en los casos

que fue conveniente. Se consideré significativo a p < 0.05.
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RESULTADOS

l. Efectos de la restriccion proteinica en las madres y las camadas

durante la gestacion y la lactancia.

Peso materno durante el embarazo y caracteristicas de la camada al nacimiento

A pesar de que no se observaron diferencias significativas en el peso

materno durante el embarazo, la ganancia de peso fue significativamente menor

en las madres restringidas en proteina (p < 0.05, Tabla 9).

No se encontraron

diferencias estadisticas en el tamafo de las camadas ni en la proporcion

machos:hembras.

Tabla 9. Peso materno durante la gestacion y caracteristicas de la camada al nacimiento.

C R

Peso materno (g) al inicio de la gestacién 243.2 £ 2.93 246.3+7.72
Peso materno (g) a 20 dG 381.1£6.29 370.0 £ 12.56
Ganancia de peso materno (g) a 20 dG 137.9+1.80 123.7 £ 2.56*
% ganancia de peso a 20 dG 57.9+1.18 50.2 £ 1.75*
Tamano de la camada (crias) 14.3 £ 0.37 13.7 £ 0.37
% crias hembras 50.88 52.19

% crias machos 49.12 47.81

Las ratas fueron alimentadas con dieta C (Control, caseina 20%) o R

(restringida, caseina 10%) durante el embarazo. dG: dias de gestacién. t

de Student, media * error estandar; n: C = 11, R = 12 madres o camadas;

*p<0.05vsC.
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Ingesta alimenticia materna durante el embarazo y la lactancia

La ingesta de alimento no fue significativamente diferente entre las madres
control y las restringidas en proteina durante el embarazo (Figura 8). Durante los
primeros diez dias de la lactancia, la ingesta materna no presenté modificaciones
entre los grupos, sin embargo para la segunda mitad de la lactancia se observo

menor ingesta en los grupos restringidos en proteina (RR y CR).
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Figura 8. Ingesta materna de alimento y proteina durante el embarazo y la
lactancia. Las ratas fueron alimentadas con dieta C (Control, caseina 20%)
o R (Restringida, caseina 10%) durante el embarazo —primera letra— vy la
lactancia —segunda letra—. Media % error estandar; n. CC =5, RR =5, CR =
6, RC = 7 madres.
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Concentraciones de esteroides maternos durante el embarazo

A los 19 dG, se observo un incremento en las concentraciones maternas de
progesterona, estradiol, testosterona y corticosterona en el suero materno del
grupo restringido (p < 0.05, Figura 9). La prolactina por su parte no mostré
diferencias estadisticas (C =24.9 + 1.3; R=20.3 + 1.4 ng/mL).
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Figura 9. Concentraciones maternas de progesterona, estradiol,
testosterona y corticosterona, a los 19 dias de gestacion (dG) en madres
alimentadas con dieta C (Control, caseina 20%) o R (Restringida, caseina
10%) durante el embarazo. t de Student, media + error estandar; n =8 — 10
madres; * p < 0.05 vs C.
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Parametros morfométricos y distancia ano-genital de las crias al nacimiento

El peso corporal y el diametro abdominal de las crias hembras de madres R
durante el embarazo fue menor comparado con el de crias hembras de madres C.
La relacidon diametro cefalico:abdominal se vio incrementada en las hembras del
grupo R. Por su parte la distancia ano-genital fue mayor, tanto en valor absoluto
como en el relativo al peso corporal, en las crias hembras de ratas R durante el

embarazo (Tabla 10).

Tabla 10. Parametros morfométricos de las crias hembras al nacimiento.

C R
Peso corporal (g) 6.1 £0.08 5.7 £0.10**
Talla (mm) 48.3 £ 0.03 47.8 £ 0.02
Distancia Ano-genital (mm) 1.4 +£0.04 1.8 £ 0.05**
Distancia Ano-genital (mm/g) 0.23 £ 0.01 0.32 £ 0.01**
Diametro cefalico (mm) 10.7 £ 0.07 10.6 £ 0.08
Diametro abdominal (mm) 13.3+£0.18 12.6 £ 0.13*

Relacion Cefalico : Abdominal 0.80 + 0.01 0.84 + 0.008*

Peso corporal y parametros morfométricos al nacimiento de las crias

hembras de ratas alimentadas con dieta C (Control, caseina 20%) o R
(Restringida, caseina 10%) durante el embarazo. t de Student, media +

error estandar; n: C = 11, R = 12 camadas; * p < 0.01, ** p < 0.001 vs. C.

Concentraciones de corticosterona neonatal
A los dos dias de edad, la concentracion de corticosterona en suero de las
crias hembras de madres C fue significativamente mayor (132.4 + 6.95 ng/mL)

respecto a las crias de madres R (97.6 £ 5.29 ng/mL; p < 0.001).
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Il. Efectos de la restriccion proteinica materna durante el embarazo, la
lactancia o ambos en el eje reproductivo de las crias hembras
durante la etapa peri pubertal.

Peso de ovarios y Uteros al destete

No se encontraron diferencias estadisticas entre los pesos de los ovarios
derecho e izquierdo, por lo que los dos ovarios se muestran en conjunto. A los 21
dias de edad, el peso de los ovarios fue mayor en las hembras RC respecto a las
de los grupos RR y CR (Tabla 11, p < 0.05). El peso uterino fue mas bajo en el
grupo RR respecto a los grupos CC y RC (Tabla 11, p < 0.05).

Tabla 11. Peso de ovarios y uteros al destete.

cC RR CR RC
Peso corporal (g) 46.7 £ 0.66a 28.2 + 0.56b 27.6 £1.74b 49.6 £ 1.90a
Peso ovarico (mg)  9.24+0.48a,b 8.0 + 0.52a 7.0+ 0.23a 10.8 + 0.32b
Peso ovarico (%) 0.020 +£0.001a  0.028 £0.002b  0.025+0.002b  0.022 + 0.002a,b
Peso uterino (mg) 20.1+ 1.15a 12.3+0.67b 16.0 + 0.58a,b 19.4 + 1.70a

Peso uterino (%) 0.043 £0.003a 0.043 +0.003a,b 0.059 + 0.005b  0.039 + 0.002a

Las ratas proceden de madres alimentadas con dieta C (Control, caseina
20%) o R (Restringida, caseina 10%) durante el embarazo —primera letra—
y la lactancia —segunda letra—. Peso relativo respecto al peso corporal.
ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc de Tukey. Media * error
estandar; n: CC =5, RR =5, CR =6, RC =7 camadas. p < 0.05 para datos

con letras diferentes.

Concentraciones hormonales al destete

Al destete (21 dias de edad) la concentracion de estradiol fue mas baja en
los grupos RR y CR comparados con los grupos CC y RC. La concentracion de
progesterona fue significativamente menor en el grupo RR, aunque el grupo CR
muestra una tendencia a ser mas bajo que los grupos CC y RC (Figura 10). No se

observaron diferencias en las concentraciones circulantes de testosterona.
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Figura 10. Concentraciones de progesterona, estradiol y testosterona al
destete (21 dias). Las ratas proceden de madres alimentadas con dieta C
(Control, caseina 20%) o R (Restringida, caseina 10%) durante el
embarazo —primera letra— y la lactancia —segunda letra—. ANOVA de una
via seguida de la prueba post hoc de Tukey. Media + error estandar; n:
CC =5, RR =5, CR =6, RC =6 camadas. p < 0.05 para datos con letras
diferentes.

Expresion semicuantitativa de StAR, P450 scc, aromatasa, LH-R y FSH-R en el
ovario de 21 dias

La expresion relativa de StAR fue mayor en los ovarios de hembras
restringidas en uno o ambos periodos (RR, CR y RC, p < 0.001) respecto al grupo
CC. Por su parte, la expresion de aromatasa fue mas baja en los grupos
restringidos durante la lactancia (RR y CR, p < 0.05). No se observaron diferencias
en la expresion de los genes de P450 scc, ni de los receptores a LH y FSH (Figura
11).
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Figura 11. Expresion de StAR, P450 scc, P450 aromatasa, LH-R y FSH-R
en ovarios de 21 dias. A. Southern blots correspondientes a los genes
StAR, P450 scc, aromatasa, LH-R y FSH-R vy ciclofilina respectivamente. B.
Densitometrias de cada uno de los genes respecto al gen constitutivo de la
ciclofilina. Las ratas proceden de madres alimentadas con dieta C (Control,
caseina 20%) o R (Restringida, caseina 10%) durante el embarazo —
primera letra— y la lactancia —segunda letra—. ANOVA de una via seguida
de la prueba post hoc de Tukey. Media + error estandar; n: = 4 camadas.

p < 0.05 para datos con letras diferentes.
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Evaluacion de las poblaciones de foliculos preantrales y antrales al destete

En conjunto, la cantidad de foliculos en estadios preantral y antral fue
significativamente mas baja en los grupos CR y RC respecto al RR (Figura 12A, p
< 0.001). ElI mismo comportamiento se observd en cuanto al numero de foliculos
preantrales y antrales por separado (Figura 12A, p < 0.05). Al hacer la relacién con
el peso ovarico, esta tendencia se conservd. En estos ultimos datos, se observo
una clara disminucion de foliculos preantrales, antrales y la suma de ambos en el

grupo RC respecto al RR (Figura 12B, p < 0.05).
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Figura 12. Cuantificacion de foliculos A: preantrales + antrales (PA+A),
preantrales (PA) y antrales (A) en el ovario de 21 dias. B: relacion del
numero de foliculos preantrales + antrales (PA+A), preantrales (PA) y
antrales (A) por mg de ovario. Las ratas proceden de madres alimentadas
con dieta C (Control, caseina 20%) o R (Restringida, caseina 10%) durante
el embarazo —primera letra— y la lactancia —segunda letra—. ANOVA de una
via seguida de la prueba post hoc de Tukey. Media % error estandar; n: CC
=5 RR =5, CR = 6, RC =7 camadas. p < 0.05 para datos con letras

diferentes.
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Inicio de la pubertad

El inicio de la pubertad se determiné mediante la apertura vaginal. Posterior
a esta se determind el primer estro. La edad de la apertura vaginal se retrasé en
los grupos RR y CR respecto a CC y RC (Figura 13, p < 0.001). La edad a la que
se presentd el primer estro presenté un comportamiento similar a la de la apertura
vaginal (Figura 13, p < 0.001). En contraste, a pesar de su mayor edad, el peso
corporal al inicio de la pubertad fue significativamente mas bajo en RR y CR
respecto a CC y RC (Figura 13, p < 0.001).
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Figura 13. Inicio de pubertad dado por la apertura vaginal y el primer estro.
Las ratas proceden de madres alimentadas con dieta C (Control, caseina
20%) o R (Restringida, caseina 10%) durante el embarazo —primera letra—
y la lactancia —segunda letra—. ANOVA de una via seguida de la prueba
post hoc de Tukey. Media % error estandar; n: CC =5, RR=5, CR =6, RC

=7 camadas. p < 0.001 para datos con letras diferentes.
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Ciclo estral

Inmediatamente después del inicio de la pubertad los ciclos fueron

irregulares en todas las hembras y no mostraron diferencias estadisticas en

duracion entre los grupos (Figura 14).

EDAD
Pubertad
a
€ |
D,
o P
S E| \N\W
O v
O D |
©
g
W E\/\f\/\r"/v
L M -
D |
P,
M,
D
1 10 . 20
DIAS

Figura 14. Ciclos representativos de las hembras a partir del primer estro y
hasta los 70 dias. Las ratas proceden de madres alimentadas con dieta C
(Control, caseina 20%) o R (Restringida, caseina 10%) durante el

embarazo —primera letra— y la lactancia —segunda letra—. P: proestro, E:

estro, M: metaestro, D: diestro.
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Il. Efectos de la restriccion proteinica materna durante el embarazo, la
lactancia o0 ambos en la funcidn reproductiva de las crias hembras

durante la etapa adulta.

Peso de ovarios y uteros a los 70 dias
A los 70 dias de edad se observd una tendencia a presentar menor peso
ovarico en los grupos RR y CR, siendo significativo unicamente en RR (Tabla 12,

p < 0.05). No se encontraron diferencias en el peso uterino entre los diferentes

grupos.

Tabla 12. Peso de ovarios y uteros a los 70 dias.

cC RR CR RC
Peso corporal (g) 242.0+£8.88a 206.9+351b 2059+3.37b 251.5+7.98a
Pesoovarico(mg)  62.1+6.81a  43.1+3.90b 50.0+2.63ab 556 +2.92a
Peso ovarico (%) 0.026 + 0.003  0.021+£0.002  0.025+0.002 0.022 + 0.001
Peso uterino (mg)  286.0+ 8.70  320.1+36.01 2957 +14.03  346.0 + 23.00
Peso uterino (%) 0.119+0.005 0.156+0.017 0.143+0.007 0.139+0.011

Las ratas proceden de madres alimentadas con dieta C (Control, caseina
20%) o R (Restringida, caseina 10%) durante el embarazo —primera letra—
y la lactancia —segunda letra—. ANOVA de una via seguida de la prueba
post hoc de Tukey. Media * error estandar; n = 5 camadas. p < 0.05 para

datos con letras diferentes.

Concentraciones hormonales a los 70 dias y 12 meses

A la edad de 70 dias de vida, se observaron alteraciones en las
concentraciones de estradiol y testosterona durante el estro (Figura 15). La
concentracion de LH mostré una disminucién en los grupos restringidos (RR, CR 'y
RC, p < 0.05) durante el diestro, mientras que no se encontraron cambios en la
FSH. A los 12 meses, los grupos RR y CR mostraron mayores concentraciones de
estradiol y testosterona durante el estro (Figura 15, p < 0.05). No se muestran las
concentraciones de progesterona en estas edades debido al historial de

embarazos de las hembras en estudio.
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Figura 15. Concentraciones hormonales A: a los 70 dias y B: a los 12
meses. Las concentraciones de estradiol y testosterona se muestran en
estro y las gonadotropinas en diestro. Las ratas proceden de madres
alimentadas con dieta C (Control, caseina 20%) o R (Restringida, caseina
10%) durante el embarazo —primera letra— y la lactancia —segunda letra—.
ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc de Tukey. Media  error

estandar; n =4 — 5 camadas. p < 0.05 para datos con letras diferentes.

Expresion semicuantitativa de StAR, P450 scc, aromatasa, LH-R y FSH-R en
ovarios de 70 dias en diestro

La expresion relativa de aromatasa fue menor en los ovarios de hembras
restringidas durante el embarazo (RR y RC vs. CR, p < 0.01). La expresion del
receptor para LH fue mas baja en los grupos restringidos durante la lactancia (RR
y CR vs. RC, p < 0.05). Por su parte, el receptor de FSH mostré un
comportamiento opuesto al de LH. La expresién de FSH-R fue mayor en los
grupos RR y CR respecto a CC (p < 0.01). No se observaron diferencias en la
expresion de los genes de StAR ni de P450 scc (Figura 16).
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Figura 16. Expresion de StAR, P450 scc, aromatasa, LH-R y FSH-R en
ovarios de 70 dias en diestro. A. Southern blots correspondientes a los
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respectivamente. B. Densitometrias de cada uno de los genes respecto al
gen constitutivo de la ciclofilina. Las ratas proceden de madres alimentadas
con dieta C (Control, caseina 20%) o R (Restringida, caseina 10%) durante
el embarazo —primera letra— y la lactancia —segunda letra—. ANOVA de una
via seguida de la prueba post hoc de Tukey. Media + error estandar; n: = 4

camadas. p < 0.05 para datos con letras diferentes.
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Ciclo estral a los 140 diasy 12 meses

A los 140 dias de vida, los ciclos fueron facilmente identificables en las
hembras de todos los grupos. Las hembras del grupo RC mostraron ciclos
significativamente mas largos respecto a los otros grupos (Tabla 13, p < 0.05). A
los 12 meses, la duracién del ciclo se habia incrementado en las hembras
restringidas en la lactancia, RR y CR, respecto a si mismas a los 140 dias (Tabla
13, p < 0.05, Figura 17). Aun cuando no fue significativo, el numero de crias que
presentaron ciclos en un periodo de 10 dias a esta edad, fue menor en todos los

grupos restringidos en comparacion con las controles.

Tabla 13. Duracion del ciclo estral.

CC RR CR RC

Duracion del ciclo (d) a
140 dias

% animales con al menos

46+0.16a 49+0.14a 4.9+0.33a 6.3+0.46b

100.0 100.0 100.0 100.0
1 ciclo a 140 dias

Duracion del ciclo (d) a 12
6.7+£091 97+098 75+£069* 7.4+1.70
meses

% animales con al menos
. 100.0 90.0 81.0 75.0
1 ciclo a 12 meses

Duracién del ciclo estral a 140 dias y 12 meses de vida. Las ratas
proceden de madres alimentadas con dieta control (C — caseina 20%) o
restringida (R — caseina 10%) durante la gestacion (primera letra) y la
lactancia (segunda letra). ANOVA de una via seguida de la prueba post
hoc de Tukey para duracion del ciclo entre grupos a la misma edad. t de
Student para duracion del ciclo entre edades. x2 para % de animales entre
grupos y edades. Media £ Error estandar; n = 4 — 7 camadas; p < 0.05
para datos con letras diferentes a la misma edad; * p < 0.01 vs el mismo

grupo a los 140 dias.
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Figura 17. Ciclos representativos de las hembras a los 140 dias y 12
meses de vida. Las ratas proceden de madres alimentadas con dieta C
(Control, caseina 20%) o R (Restringida, caseina 10%) durante el
embarazo —primera letra— y la lactancia —segunda letra—. P: proestro, E:

estro, M: metaestro, D: diestro.

Tabla 14. Tasa de fertilidad.

CcC RR CR RC
Tasa de fertilidad
77.7 100.0 86.4 100.0
(%) a 150 dias
Tasa de fertilidad
66.6a 60.0a* 50.0b* 25.0b*

(%) a 12 meses

Fertilidad de las crias hembras a los 150 dias y al ano de vida. Grupos:
Madres alimentadas con dieta control (C — caseina 20%) o restringida (R —
caseina 10%) durante la gestacion (primera letra) y la lactancia (segunda
letra). x2. Media % Error estandar; n = 4 — 5 camadas; p < 0.001 para datos
con letras diferentes a la misma edad; * p < 0.01 vs el mismo grupo a los
140 dias.
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Tasa de fertilidad a los 150 diasy 12 meses

De manera similar a lo observado con el ciclo estral, la tasa de fertilidad a
los 150 dias fue maxima en todos los grupos. Sin embargo, a los 12 meses de
edad la fertilidad fue significativamente menor en las hembras restringidas (RR,
CR y RC), respecto a si mismas a los 150 dias, pero no respecto a CC a la misma
edad (Tabla 14, p < 0.05). No se observaron diferencias en el tamano de las
camadas o la proporcién de machos:hembras entre los grupos a ninguna de las
edades (Tablas 15 y 16). Sin embargo, el tamafo de las camadas fue
significativamente mas bajo en todos los grupos a los 12 meses respecto a los 150
dias (Tabla 16, p < 0.05).

Tabla 15. Caracteristicas del embarazo a 150 dias.

EMBARAZO 150 DIAS
CcC RR CR RC

Peso corporal (g) al

nicio del embarazo 293.1 + 2.5a 263.0+2.7b 258.0 + 3.4b 337.2+16.1a
Peso corporal (g) a

20 dG

Peso corporal

ganado (g) a 20 dG

% ganancia de

peso a 20 dG

Tamano de la

383.9+4.0a,c 334.7+43b 367.1+6.1a,b 402.0+18.2c

90.9+1.3a 71.7+21Db 109.1 £ 2.5¢ 65.0 £3.0b

31.0+ 1.8a 27.3+1.7a,c 42.3+2.3b 19.3+1.2¢c

14.1+0.9 134 +1.1 12.2+0.6 11.8+1.9
camada (crias)
% crias hembras 50.6 £4.5 48.3+5.1 576+29 514 +4.6
% crias machos 494 +45 51.7+51 424 +29 48.6 £+4.6

Peso corporal (g) al inicio de la gestacion y a los 20 dias de gestacion (dG),
tamafo de las camadas y proporcion de hembras y machos a 150 dias.
Grupos: Madres alimentadas con dieta control (C — caseina 20%) o
restringida (R — caseina 10%) durante la gestacion (primera letra) y la
lactancia (segunda letra). ANOVA de una via seguida de la prueba post
hoc de Tukey. Media + Error estandar; n = 4 — 5 camadas; p < 0.001 para

datos con letras diferentes a la misma edad.
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Tabla 16. Embarazo a 12 meses

EMBARAZO 12 MESES

CcC RR CR RC
Peso corporal (g) al
o 3942 +17.2 364.0 + 23.1 333.8+19.6 247.3
inicio del embarazo
Peso corporal (g) a
481.7+13.5a 439.1+26.5a,b 401.0+15.6b 361.3
20dG
Peso corporal
87.4+20.9 75.1+394 67.3+16.7 114.0
ganado (g) a 20 dG
% ganancia de
23970 24.0+14.0 241+9.8 46.1
peso a 20 dG
Tamainio de la
55+1.3* 45+2.1* 45+1.1* 8.0
camada (crias)
% crias hembras 486+ 7.6 486 +17.7 51.8+6.2 50.0
% crias machos 514176 514 £17.7 482 +6.2 50.0

Peso corporal (g) al inicio de la gestacion y a los 20 dias de gestacion (dG),

tamano de las camadas y proporcion de hembras y machos a 12 meses de

vida. Grupos: Madres alimentadas con dieta control (C — caseina 20%) o

restringida (R — caseina 10%) durante la gestacion (primera letra) y la

lactancia (segunda letra). ANOVA de una via seguida de la prueba post

hoc de Tukey. Media * Error estandar; n = 3 — 4 camadas, excepto para

RC donde n = 1 camada. p < 0.001 para datos con letras diferentes a la

misma edad; * p < 0.05 vs el mismo grupo a los 150 dias.
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V. Efectos de la restriccion proteinica materna durante el embarazo, la

lactancia o ambos en el envejecimiento reproductivo de las crias

hembras.

Peso de ovarios y uteros a los 22 meses

No se encontraron diferencias en los pesos de los ovarios ni los uteros

entre las hembras de los diferentes grupos a los 22 meses de edad (Tabla 17).

Tabla 17. Peso de ovarios y uteros a los 22 meses.

ccC RR CR RC
Peso corporal (9) 4204 +26.88  402.7+20.70  400.2 + 20.92 766.0
Peso ovarico (mg) 56.2+ 2.95 59.8 + 7.45 66.7 + 7.43 69.0
Peso ovarico (%)  0.014 +0.006  0.015+0.002  0.017 + 0.002 0.009
Peso uterino (Mg)  629.9+4563 614.2+91.04 499.6 + 30.33 495.0
Peso uterino (%) 0.154 +0.014  0.155+0.299  0.128 + 0.009 0.065

Las ratas proceden de madres alimentadas con dieta C (Control, caseina
20%) o R (Restringida, caseina 10%) durante el embarazo —primera letra—
y la lactancia —segunda letra—. ANOVA de una via seguida de la prueba
post hoc de Tukey. Media + error estandar; n = 4 — 5 camadas excepto en

RC donde sélo una rata sobrevivio hasta esta edad.

Concentraciones hormonales a los 22 meses

No se observaron diferencias en las concentraciones de progesterona,
estradiol, testosterona, LH y FSH entre los grupos CC, RR y CR en la fase de
diestro del ciclo estral. Las concentraciones de progesterona y gonadotropinas
fueron mayores en RC respecto al resto de los grupos, sin embargo no son
valores representativos pues hasta esta edad solo sobrevivid un rata de este

grupo (Figura 18).
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Figura 18. Concentraciones hormonales en diestro a los 22 meses. Las
ratas proceden de madres alimentadas con dieta C (Control, caseina 20%)
o R (Restringida, caseina 10%) durante el embarazo —primera letra— vy la
lactancia —segunda letra—. ANOVA de una via seguida de la prueba post

hoc de Tukey. Media * error estandar; n = 4 — 5 camadas, excepto RC,
donde n =1.

Expresion semicuantitativa de StAR, P450 scc, P450 aromatasa, rLH-R y rFSH-R
en el ovario de 22 meses en diestro

No se observaron diferencias en la expresion de los genes en estudio a
esta edad (Figura 19).
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Figura 19. Expresion de StAR, P450 scc, P450 aromatasa, LH-R y FSH-R
en ovarios de 22 meses en diestro. A. Southern blots correspondientes a
los genes StAR, P450 scc, P450 aromatasa, LH-R y FSH-R y ciclofilina
respectivamente. B. Densitometrias de cada uno de los genes respecto al
gen constitutivo de la ciclofilina. Las ratas proceden de madres alimentadas
con dieta C (Control, caseina 20%) o R (Restringida, caseina 10%) durante
el embarazo —primera letra— y la lactancia —segunda letra—. ANOVA de una
via seguida de la prueba post hoc de Tukey. Media % error estandar; n: = 4
camadas, excepto para RC: n = 1 camada. p < 0.05 para datos con letras

diferentes.
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Ciclo estral a los 22 meses
A los 22 meses de edad se observo que la mayoria de las ratas de todos lo

grupos ya no presentaban ciclos (Figura 20)
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Figura 20. Ciclos representativos de las hembras a partir del primer estro y
hasta los 22 meses de edad. Las ratas proceden de madres alimentadas
con dieta C (Control, caseina 20%) o R (Restringida, caseina 10%) durante
el embarazo —primera letra— y la lactancia —segunda letra—. P: proestro, E:

estro, M: metaestro, D: diestro.
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V. Efectos de la restriccion proteinica materna durante el embarazo, la
lactancia o ambos en el crecimiento, la sobrevida y la mortalidad de

las crias hembras.

Crecimiento post natal hasta los 22 meses

La figura 21 muestra las curvas de crecimiento, desde el nacimiento hasta
los 22 meses de edad, de las crias de los cuatro grupos experimentales. Las crias
de los grupos restringidos durante la lactancia —-RR y CR— ganaron menos peso
entre los 10 y 450 dias de edad respecto a CC y RC (p < 0.05), para el final del
estudio (22 meses) estas hembras alcanzaron el peso de las controles. Por su
parte las hembras del grupo RC ganaron mayor peso respecto al resto de los

grupos (Figura 22).
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Figura 21. Curva de crecimiento del nacimiento a los 22 meses. Las ratas
proceden de madres alimentadas con dieta C (Control, caseina 20%) o R
(Restringida, caseina 10%) durante el embarazo —primera letra— y la
lactancia —segunda letra—. Media % error estandar; n. CC =5, RR =5, CR =
6, RC =7 camadas; * p < 0.05 para RRy CRvs CC y RC, ** p < 0.05 para
CC,RRy CRvs RC.
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Figura 22. A. La figura muestra una hembra representativa del grupo CC
comparada con la hembra RC que sobrevivid hasta los 22 meses. B.
Hembra del grupo RC a los 22 meses de vida. Las ratas proceden de
madres alimentadas con dieta C (Control, caseina 20%) o R (Restringida,
caseina 10%) durante el embarazo —primera letra—y la lactancia —segunda

letra—.

Sobrevida y mortalidad hasta los 22 meses

La tasa de mortalidad de las hembras del grupo RC estuvo
directamente relacionada con su peso corporal. Estas hembras obesas
mostraron menor probabilidad de sobrevivir hasta los 22 meses de vida
(Figuras 23 y 24). Por otra parte el grupo RR presentd la tendencia a
sobrevivir mas tiempo respecto a CR, aunque esto no fue significativo (p =
0.07).
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Figura 23. Sobrevida hasta los 22 meses. Las ratas proceden de madres

alimentadas con dieta C (Control, caseina 20%) o R (Restringida, caseina

10%) durante el embarazo —primera letra— y la lactancia —segunda letra—.

Los datos se analizaron mediante X?. * p < 0.05 vs. CC y RR. 100%

representa el numero de hembras vivas en 5 camadas por cada grupo a

partir de los 8 meses.
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Figura 24. Tasa de mortalidad hasta los 22 meses. Las ratas proceden de
madres alimentadas con dieta C (Control, caseina 20%) o R (Restringida,
caseina 10%) durante el embarazo —primera letra— y la lactancia —segunda
letra—. Los datos se analizaron mediante X?. * p < 0.05 vs. CC y RR. 100%
representa el numero de hembras vivas en 5 camadas por cada grupo a

partir de los 8 meses.
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DISCUSION

El objetivo de la presente tesis fue estudiar los efectos de la restriccidon
proteinica materna sobre el desarrollo sexual, la funcion y el desempefio
reproductivo de las crias hembras de ratas tratadas durante el embarazo, la
lactancia o en ambos periodos. Los resultados obtenidos indican que la restriccion
proteinica se asocia con el retraso en el desarrollo sexual, alteraciones en las
concentraciones hormonales, alargamiento del ciclo estral, disminucion de la tasa
de fertilidad y envejecimiento reproductivo prematuro.

Diversos estudios en el area de la programacién durante el desarrollo
ponen en evidencia la susceptibilidad de los ejes neuroenddcrinos, incluido el eje
reproductivo, a condiciones adversas en las etapas mas tempranas de la vida
principalmente el desarrollo fetal y neonatal® " ’®. En la rata, gran parte de los
eventos cruciales en el desarrollo del eje hipotalamo-hipdfisis-ovario se presentan
durante la gestaciénzoz, por lo que esta etapa representa un periodo critico y
susceptible para la programacién de alteraciones reproductivas. A principio de los

afios 60’s Barraclough y Gorski** '**

mostraron que la rata hembra neonata, en
particular su hipotalamo, es sensible al ambiente hormonal en que crece, con lo
cual se pone en evidencia que las primeras semanas de vida post natal son otro
periodo critico para el eje reproductivo femenino.

El uso de dietas isocaldricas permitid identificar los efectos debidos
unicamente a la restriccién de un nutrimento: proteina, sin que el aporte energético
de la dieta se viera modificado®'. A diferencia de la restriccion proteinica, en la
restriccion nutricional hipocal6rica la madre recibe menor cantidad de alimento, lo
que significa menor aporte en todos lo nutrimentos (disminucion de proteinas,

85, 95 S|

hidratos de carbono, lipidos, energia, minerales, vitaminas vy fibra) bien no

se han descrito diferencias entre los efectos producidos por ambos tipos de dietas
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maternas'’’ 198

, la restriccion nutricional hipocaldrica resulta ser multifactorial,
respecto a la restriccion proteinica empleada aqui.

Gluckman vy Hanson?, proponen que la discrepancia entre el ambiente
intrauterino y el post natal ocasiona fenotipos mal adaptados, debido a respuestas
adaptativas predictivas, generadas durante el desarrollo fetal, que no coinciden
con el ambiente post natal esperado. De acuerdo con esta hipotesis, en nuestro
estudio era de esperarse que cada grupo presentara alteraciones fenotipicas y
funcionales diferentes, dado que cada uno recibié un estimulo especifico. De este
modo, el grupo CR, no se “prepard” intrauterinamente para un ambiente post natal
pobre en proteina, por lo que al encontrarse en este ambiente tuvo que hacer
ajustes que lo ayudaran a sobrevivir. Estos ajustes afectaron directamente a los
organos que aun mantenian plasticidad celular. Por el contrario, el grupo RC se
prepard para un medio adverso, adquirid adaptaciones en la vida fetal para ese
medio, y creci6 en un medio con disponibilidad de nutrimentos mayor a la
esperada. Las respuestas adaptativas predictivas que desarrollé no fueron
adecuadas y mostré mala adaptacion siendo un grupo predominantemente obeso
y con diversas alteraciones metabdlicas que pudieron influir en su desempefio
reproductivo® ?** (Figura 25). Entre los grupos experimentales el que tendria un
mejor pronostico en este aspecto, es el grupo RR pues se “adaptd” a un medio
restringido en proteina y crecio en el medio para el cual se prepard. Por lo que sus
respuestas predictivas corresponden al medio en que crecio.

Cada uno de los grupos mostrd alteraciones en varios de los parametros
estudiados y respecto a la susceptibilidad del eje reproductivo de las crias a la
restriccion proteinica materna. Los efectos observados se consideran como el
resultado de la conjuncién de los periodos de restriccidn proteinica materna con
los de nutricion adecuada, es decir como estimulos distintos.

Considerando las respuestas adaptativas predictivas, es importante hacer
la diferencia entre la restriccion nutricional aguda y la cronica. Segun esta
hipotesis, en la restriccion crénica los individuos deberian estar mejor adaptados al

medio pobre en alimento en comparacién con los que no han sido habituados a él.
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La ganancia de peso materno durante el embarazo depende de la calidad

de la nutricion materna3® 92 205 206

Los estudios epidemioldgicos realizados en
poblaciones de Holanda y Leningrado, muestran una clara asociacion entre la
ganancia de peso materno y el peso del recién nacido® ?*°. En el modelo de
restriccion proteinica utilizado en este estudio, el bajo peso ganado por las
hembras gestantes se asemeja con los datos observados en los modelos de
restriccidn nutricional hipocalérica*’ y con los estudios epidemiolégicos® 2%°.

El peso al nacimiento ha sido considerado como un buen indicador
predictivo de la salud en la etapa adulta’. Sin embargo, la alimentacion materna
también tiene un papel importante durante la lactancia®” %®. Algunos érganos
permanecen sensibles a las influencias ambientales y nutricionales en este
periodo?* 134,

En este estudio, el efecto de la conjuncidén entre la restriccidn proteinica
durante el embarazo, la lactancia o ambos periodos se puso de manifiesto a partir
de la segunda mitad de la lactancia. La ingesta materna se incrementé en los
grupos que consumieron la dieta control en esta etapa (CC y RC). Estas crias
mostraron un crecimiento significativamente mayor en la segunda mitad de la
lactancia respecto a las restringidas en este periodo. La demanda energética
necesaria para satisfacer este crecimiento pudo incrementar la ingesta materna
para el final de la lactancia respecto a lo observado en los grupos RR y CR. El
mayor grado de maduracién de las crias CC y RC, les permiti6 comenzar a
consumir la dieta sélida a una edad mas temprana que sus contrapartes RRy CR,
por lo que hubo una pequefa contribucion de las crias en la ingesta registrada al
final de la lactancia (observaciones no mostradas).

Ademas de las alteraciones en el crecimiento fetal atribuibles a la
restriccion proteinica per se, las alteraciones en la endocrinologia materna
pudieron tener un papel en el desarrollo fetal y en la programacion del eje HHO.

Al igual que en la manipulacion nutricional hipocalérica®, la restriccion
proteinica materna estimuld el incremento en la concentracidén sérica materna de
glucocorticoides®'. El aumento en corticosterona materna en circulacién produce la

sobre-exposicion fetal a corticosteroides, la cual se asocia a bajo peso al
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66. 89 E| aumento en la

nacimiento y otras afecciones en las crias adultas
concentracion sérica de glucocorticoides maternos durante el embarazo produce
una baja actividad de la 11B—HDS tipo 2 placentaria®®. Lo que resulta en la sobre-
exposicion fetal a corticosterona, lo cual se asocia al bajo peso al nacimiento® '8
(Figura 26). Esta actividad excesiva del eje HHA materno influye en el eje adrenal
fetal®*. Hasta ahora, el efecto de la sobre-exposicion fetal en el neonato
nicamente se habia documentado en la rata macho®'. Los resultados muestran
que en la rata hembra neonata, al igual que en el macho, se produce un
decremento en la secrecidn de corticosterona, probablemente como respuesta
inhibitoria al exceso de glucocorticoides maternos en la etapa fetal, la cual se
mantiene en los primeros dias de vida.

Datos como el anterior ponen en evidencia la susceptibilidad de los ejes
neroenddcrinos, fetales y neonatales, a los ambiente hormonales alterados. Existe
una buena cantidad de reportes experimentales tanto en seres humanos como en
animales de laboratorio y fauna silvestre, que muestran los efectos de la
exposicion a disruptores enddcrinos durante periodos sensibles, como el
desarrollo temprano79' 80, 83, 157, 159, 167, 172.

En 2003, Fernandez-Twinn®®’ mostré la asociacién entre la restriccion
proteinica durante el embarazo y el incremento en las concentraciones de
estradiol y progesterona en el suero materno, sin que se analizaran las
concentraciones de andrégenos. Posteriormente, Zambrano® confirmé los
hallazgos de Fernandez-Twinn y mostré el incremento en la concentracion de
testosterona materna secundario a la restriccion proteinica. Esta ultima hormona
es la base de los modelos de programacién por exposicion temprana a

73, 74, 78, 124, 131, 133, 139, 146, 147

andrégenos , los cuales en su totalidad muestran

anormalidades reproductivas en las crias hembras que incluyen masculinizacion

133138 y el alargamiento de los ciclos reproductivos'®.

genita

Los estrogenos desempefian un papel importante en la programacion del
eje HHO. La exposicidn temprana a compuestos estrogénicos como el DES
provoca alteraciones a nivel reproductivo entre las que se encuentran, alta

incidencia de displasia cervical'® hipoplasia vaginal, adenoma vaginal de células
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claras y malformaciones uterinas'?® 2

, irregularidades menstruales, disminucion
de fertilidad'®® asi como embarazo ectépico, aborto espontaneo y parto
prematuro’®. Seglin nuestro conocimiento, no se cuenta con datos que muestren
una clara asociacién entre la sobre-exposicién temprana a progesterona y sus
efectos en el eje reproductivo. Sin embargo, no se debe dejar de lado su posible
participacion en programacion del eje HHO y en otros érganos sensibles.

Las alteraciones en el ambiente endocrino fetal descritas, aunadas a la
restriccion proteinica se pueden asociar a otros efectos observados al nacimiento,
como los parametros morfométricos observados en el presente estudio.

La relacion cefalico:abdominal es un parametro que refleja la calidad del
ambiente intrauterino. El crecimiento fetal asimétrico, en el que el crecimiento de la
cabeza es proporcionalmente mayor respecto al del abdomen, es un indicador de
desnutricion intrauterina moderada, en la cual el flujo de nutrimentos y oxigeno
favorece al cerebro a costa de los érganos abdominales®. Por otra parte el RCIU,
aunado al crecimiento fetal simétrico, tiene un prondstico peor al fenotipo anterior,
pues se asocia a desnutricion severa, donde el flujo de nutrimentos es equitativo
para el cerebro y el abdomen, pero pobre para ambos, con lo que se sacrifica el
crecimiento generalizado™ 3. La restriccién proteinica utilizada en este trabajo
representd una desnutricion materna moderada, en la cual el crecimiento fetal fue
asimétrico, pero sin producir RCIU.

Otro parametro que se modificé al nacimiento fue la distancia ano-genital.
En diversas especies de mamiferos, la distancia ano-genital es un indicador de
masculinizacion, los machos presentan la mayor distancia entre el ano y el poro
genital en comparacion con las hembras'®. Las hembras restringidas in utero
mostraron mayor distancia ano-genital que las controles. Este incremento fue
indudablemente debido a la accidén de la alta concentracion de testosterona en el
ambiente intrauterino de este grupo. Por su parte, la sobre exposicion a
glucocorticoides también se asocia con el incremento en la distancia ano-genital,
como demuestran los trabajos de Stylianopoulou de los 80’s'?’. Por lo tanto, es

posible pensar que el aumento en la distancia ano-genital es la conjuncion del
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aumento de andrdgenos y corticoides. La participacion de los estrogenos seria
discutible.

Al igual que otros modelos de manipulacion nutricional en roedores, en el
presente estudio no se observaron alteraciones en el tamafo de las camadas ni
en la proporcién entre sexos*® %,

Diversos modelos de programaciéon durante el desarrollo han mostrado
efectos en el desarrollo sexual, principalmente en el inicio de la pubertad. De estos
modelos, tanto la sobre-exposicién a glucocorticoides''®, como la manipulacion

nutricional hipocalérica’”’

se asocian al retraso en la edad de la apertura vaginal
en la rata. En el presente modelo, la restriccidon proteinica materna, en que
ademas se presenta la sobre-exposicion fetal a corticosteroides, también se
presentd el retraso en el desarrollo sexual, tanto en términos de la apertura
vaginal, como en el primer estro.

El inicio de la pubertad es un evento neuroenddcrino que depende de la
interaccion de muchos factores®®. Por un lado, depende de la activacion del eje

hipotalamo-hipdfisis-ovario® 2%

, pero también de los habitos alimenticios y de
actividad fisica®® e incluso del peso y la composicién corporal®’® han sido
asociados con la edad de la pubertad ?®. Sin embargo hasta ahora no se tiene
claro cuales son los mecanismos que originan el retraso en el desarrollo sexual
observado en los modelos de programacion durante el desarrollo.

Frisch?'®, propone que el peso y la composicién corporal son claves en el
inicio de la pubertad. A los 21 dias de vida, edad del destete, las hembras de los
grupos RR y CR mostraron menor peso corporal respecto a CC y RC. Este
comportamiento se mantuvo para la edad del inicio de la pubertad e incluso hasta
la vida adulta temprana. El peso bajo al inicio de la pubertad ha sido descrito por
otros autores con diferentes modelos experimentales, incluyendo la sobre-

exposicion a glucocorticoides''®, la restriccion nutricional hipocalérica'”’

110, 111, 198

, asi como

por deficiencia placentaria y aumento de crias por camada
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Figura 25. La figura resume los efectos de la restriccion proteinica materna
durante el embarazo, la lactancia o ambos periodos sobre el eje reproductivo
femenino reportados en esta tesis.

De acuerdo con la hipotesis de Frisch, el retraso en la apertura vaginal y en
el primer estro podria ser explicado, en cierto modo, por el bajo peso de las crias
de los grupos RR y CR. Sin embargo el peso no es el unico marcador
determinante en este evento?®.

En un estudio en ratas pre-pubertales, Leonhardt y colaboradores'’”
describieron bajas concentraciones de leptina, hormona sefialada como uno de los
marcadores importantes para el inicio de la pubertad, en el suero de hembras
restringidas hipocaléricamente en la lactancia. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo sugieren que el retraso en el inicio de la pubertad fue debido a
algunas alteraciones identificadas en periodo pre-pubertal (Figura 25).

A los 21 dias de edad, el peso ovarico y uterino tendié a ser mas bajo en
estas hembras, lo cual fue significativo al hacer la relacién con el peso corporal.
Este peso bajo en ovarios y uteros de algun modo fue predictivo del retraso en el
desarrollo sexual observado en estos grupos. A su vez, este efecto se asocio
directamente con la menor secrecion de las hormonas ovaricas progesterona y
estradiol presente a esta edad. El estudio de la expresién de genes involucrados
en la esteroidogénesis mostré6 una evidente relacion entre la disminucion de
estradiol y la baja expresion de aromatasa en el ovario. El estudio histologico del
ovario mostré que las alteraciones hormonales y en el desarrollo observadas en
estos grupos (RR y CR), a pesar de ser idénticas, corresponden a mecanismos
diferentes. El grupo RR presenté un numero de foliculos antrales (los cuales ya
tienen la capacidad de aromatizar®) similar al control, en contraste con el grupo CR
que presentd una disminucion significativa en esta poblacion folicular. Sin
embargo ambos grupos expresan de manera similar a la aromatasa, con lo que se
pone en evidencia una disminucion drastica en la expresion de esta enzima por
foliculo antral en el grupo RR. El grupo RC, a pesar de no haber mostrado retraso
en el desarrollo sexual, presenté alteraciones en las poblaciones foliculares
estudiadas. Es de llamar la atencién el hecho que las poblaciones foliculares

estudiadas son consistentemente menores en RC respecto a RR. Los datos
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sugieren que la pérdida de foliculos del grupo RC ocurre durante la lactancia. Este
ultimo grupo expresé en igual proporcion a la aromatasa que el control, pero el
transcrito fue producido por una cantidad de foliculos muy baja. Por lo que se
sugiere que los foliculos antrales del ovario RC expresan en mucho mayor medida
a la aromatasa.

Los foliculos antrales también son los que expresan al receptor de FSH. La
interaccion de la FSH con su receptor a su vez controla la expresion de la
aromatasa’. En este caso, a pesar de no mostrar diferencias en la expresion del
FSH-R es claro que cada grupo presenta alteraciones en la expresion cuando se
hace la relacion con el numero de foliculos antrales. Asi, los grupos CR y RC con
menor cantidad de este tipo de foliculos expresan mayor cantidad del receptor.

La disminucién en las concentraciones de estradiol debidas a alteraciones
en el numero de foliculos y la expresion de aromatasa y FSH-R al destete, pueden
ser la explicacion del posterior retraso en el inicio de pubertad. Sin embargo,
posterior a la pubertad no se observaron diferencias en términos del ciclo
reproductivo entre las hembras de los grupos restringidos y control.

La androgenizacion prenatal en ovejas se asocia con la disminucién en el
nuamero de foliculos en la etapa fetal, asi como exceso en el reclutamiento
folicular™®. Los datos aqui mostrados asocian la disminucién en las poblaciones
foliculares con el estadio en que se aplicé la restriccion proteinica y no con la
exposicion prenatal a testosterona.

Queda en evidencia que los tres grupos experimentales presentaron
alteraciones que no necesariamente se tradujeron en cambios fisiolégicos
facilmente perceptibles, o bien, que a pesar de presentar comportamientos
similares, el fenotipo es el resultado de diferentes mecanismos de adaptacion a la
restriccion proteinica.

La vida adulta en las hembras podria dividirse en dos grandes periodos, la
etapa reproductiva y la etapa posterior al cese de los ciclos reproductivos®. En la
primera, la caracteristica principal es la presencia de ciclos reproductivos y la
ovulacion que brindan la capacidad reproductiva, mientras que en la segunda la

dotacién de foliculos ovaricos se ha agotado y no hay mas ciclos reproductivos®'"
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212 En |a etapa del desarrollo correspondiente a la vida reproductiva, se complica
el estudio de los diversos parametros considerados para evaluar funcion
reproductiva. Las variaciones ciclicas caracteristicas de la hembra y sus
consecuencias debidas a las etapas del ciclo reproductivo (en concentraciones
hormonales, expresion de genes ovaricos e incluso en la masa ovarica, uterina y
mamaria por la accion de las hormonas involucradas), incrementan la complejidad
del estudio en esta etapa, lo cual hace incluso mas dificil la interpretacién de los
datos. Esto se hace mas evidente en la rata en la que el ciclo y sus etapas son
particularmente cortos '. Los estudios presentados en el presente trabajo durante
la etapa adulta fueron realizados en su mayoria en la fase de diestro del ciclo
estral, por lo que representan tan solo una pequefa visién del problema. Es
probable que el fenotipo de estas hembras sea mucho mas complejo de lo
presentado aqui. Sin embargo en esta seccidn he tratado de incluir los datos mas
consistentes asociados a un significado fisiolégico claro.

La mayor parte de los trabajos sobre la programacion del eje reproductivo

femenino han abordado el desarrollo sexual''® 1. 118, 177, 188, 198

y la tasa de
fertilidad"™ """ 9" y en menor medida el ciclo estral''®, sin que se hayan analizado
los perfiles hormonales y el envejecimiento reproductivo. El unico modelo en que
se han estudiado algunos de estos indicadores es el de androgenizacion prenatal.
El tratamiento de ovejas gestantes con dosis farmacologicas de propionato de
testosterona, muestra alteraciones en algunos aspectos enddcrinos. La respuesta
hipofisaria en términos de las concentraciones de LH y FSH al estimulo con
estradiol es tardia y exagerada'*. Sarma y colaboradores'’ proponen que la
androgenizacion prenatal disminuye la sensibilidad a LH en el ovario y al estimulo
inhibitorio de estradiol en hipdfisis de estas hembras androgenizadas.

A pesar de que las hembras del presente estudio fueron expuestas a un
exceso de testosterona en la etapa fetal, los datos hormonales son opuestos a los
datos en oveja'. Los resultados aqui obtenidos no muestran hipersecrecién de
LH y FSH. Por el contrario a las edades de 70 dias y 12 meses en diestro, estas
gonadotropinas se mostraron disminuidas (en el caso de la LH) o sin cambio (la

FSH). Por su parte, los esteroides estradiol y testosterona de las ratas de este
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estudio fueron modificados en la etapa de estro. La restriccion proteinica parecid
asociarse con un exceso en la secrecidon de testosterona que se incrementd aun
mas con la edad, lo cual es un signo de envejecimiento reproductivo en el eje
HHO?™,

Se realizé el estudio de la expresion de genes involucrados en la
esteroidogénesis en los ovarios de las ratas de 70 dias de edad. Los cambios mas
llamativos se encuentran nuevamente en la expresion de aromatasa y FSH-R. En
ambos genes, asi como en el receptor de LH se presentd la disminucion de su
expresion en las hembras de los grupos RR y CR. En esta ocasion, durante el
diestro, la disminucion en la expresion del receptor de FSH se asocio directamente
a la expresion de la aromatasa, la cual también se expresé de manera disminuida,
a pesar de tener un estimulo circulante de FSH normal.

El LH-R controla transcripcionalmente al gen de P450 scc. Este ultimo se
expresa muy poco en las células de la granulosa de los foliculos pequefios y en
mayor proporcién en foliculos preovulatorios®'*. En este trabajo, la disminucién en
la expresion de LH-R no representdé cambios significativos en la expresién de
P450 scc, a pesar de las bajas concentraciones circulantes de LH.

En el ser humano, la androgenizaciéon prenatal se asocia al sindrome de
ovario poliquistico™® '°. Esta entidad clinica se caracteriza por irregularidades
menstruales, ovarios multifoliculares, hiperinsulinemia, hiperandrogenismo, y en
algunos casos hipersecrecion de LH y obesidad™®. El sindrome ha sido
reproducido parcialmente en primates androgenizados in utero’™®. En la oveja, la
androgenizacion prenatal ha mostrado algunos de los efectos observados en el
sindrome humano™. Se ha identificado irregularidades en el ciclo estral
incremento en la proporcién de ciclos anovulatorios y persistencia folicular'*®
ademas de pérdida prematura de la ciclicidad .

El modelo empleado en este estudio mostré6 un comportamiento del ciclo
estral que estuvo claramente relacionado con la tasa de fertilidad y fue
caracteristico para cada grupo. A los 140 dias, edad a la que la fertilidad fue la
mas alta en todos los grupos, no se observaron alteraciones mas que en el grupo

RC cuyo ciclos eran mas largos. Para los 12 meses, la fertilidad habia caido
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drasticamente en todos los grupos restringidos, y el ciclo habia incrementado su
duracion, principalmente en los grupos RR y CR. De manera similar a los modelos
de androgenizacidn prenatal, la proporcion de hembras que presentaron ciclos a
los 12 meses se redujo en comparacion con los 140 dias. Aunado a la disminucién
en la tasa de fertilidad, el numero de crias por camada disminuyé con la edad, sin
embargo esto Ultimo es caracteristico en ratas de edad avanzada?®'" 212 2%,

Estudios epidemioldgicos en seres humanos no han identificado la caida en
la fertilidad de mujeres sujetas a restriccion nutricional*’. En contraste, la
investigacion en animales la ha confirmado en diversas especies por la sobre-
exposicion fetal a glucocorticoides'®’ y la desnutricién materna’™ "7, En el modelo
de restriccion proteinica materna, las hembras estuvieron expuestas tanto a
exceso de glucocorticoides como a desnutricion materna, por lo que era de
esperarse la disminucion en la fertilidad. Si embargo esta caida en la capacidad
reproductiva se presenté hasta el afio de vida, y no en la etapa adulta joven,
donde la fertilidad fue maxima.

Cabe resaltar que los grupos que presentan menor fertilidad, CR y RC, son
precisamente los que mostraron menor numero de foliculos pre antrales y antrales
a la edad de 21 dias. Es posible que de hecho estos grupos tuvieran una dotacién
folicular menor respecto a los otros dos grupos, lo cual constituiria una respuesta
adaptativa predictiva. Estas adaptaciones predictivas podrian resultar en la
disminucién de ovocitos en el ovario.

De manera natural, las ratas hembras muestran una disminucién progresiva
en el mantenimiento de ciclos estrales regulares®'® 2'°. Ademas de la pérdida de la
ciclicidad, otros de los marcadores de envejecimiento reproductivo son el
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incremento en la secrecion de FSH y la disminucion de estradiol* ™, asi como la

reduccién en el nimero de crias por camada®'".

Previamente Bukovskyy colaboradores®’’ habian identificado el
envejecimiento ovarico en ratas androgenizadas neonatalmente, a pesar de que
las hembras de esta tesis no fueron expuestas a andrégenos en la etapa neonatal,
se observaron algunos marcadores de envejecimiento reproductivo prematuro.

Ademas de la disminucion de la fertilidad las hembras del presente trabajo

84



mostraron algunos de esos marcadores a partir del afio de vida. A los 22 meses,
edad cercana al final de la etapa reproductiva, las ratas en general no presentaron
diferencias estadisticas en los parametros estudiados. La unica peculiaridad de
esta edad es que en el grupo CC aun se observaron algunas ratas que
presentaron ciclos estrales. A pesar del retraso en el desarrollo sexual que
mostraron las hembras restringidas en la lactancia, a esta edad ya no muestran
ciclos, lo cual sugiere un acortamiento en la vida reproductiva, con un inicio de
pubertad tardio y el fin de la etapa reproductiva al mismo tiempo, sino es que
previo respecto a grupo control.

La tasa de mortalidad y sobrevida de las hembras del presente estudio
fueron claramente influidas por la alimentacion materna durante el embarazo y la
lactancia. La ganancia excesiva de peso en las hembras RC fue un factor
determinante en su expectativa de vida, pues la obesidad de este grupo se asocio
con menor sobrevida lo cual era de esperarse debido a los problemas metabdlicos
que generalmente acompanan a la obesidad?®'® 2'°. Los estudios de programacion
durante el desarrollo indican que la restriccion nutricional materna es determinante
en la posterior aparicion de enfermedades que incluyen diabetes tipo 2,
hipertension, obesidad y enfermedades coronarias'* 1% 2% 2% 3% Nuestro grupo de
trabajo incluso identifico en estas mismas ratas el incremento en resistencia a la
insulina en algunos de los grupos experimentales®, lo cual sin duda contribuyé a
Su menor esperanza de vida.

Otro factor que se identificd durante la realizacion del presente trabajo, aun
cuando no esta incluido, fue la mayor incidencia de tumores mamarios relacionada
con la ventana de exposicion a la restriccion proteinica materna, en el grupo CR.
Las alteraciones en los perfiles hormonales de este grupo podrian estar
involucradas en este fendmeno, sin embargo estudios a mayor profundidad vy
disefiados para tal efecto se deben llevar a cabo para identificar de manera
confiable estos efectos. En las ratas de la cepa Wistar, utilizadas en este trabajo,
la aparicion de diversos tumores espontaneos, entre ellos el de mama, es un
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indicador de envejecimiento El hecho de que la incidencia de tumores

mamarios fuera mayor en un grupo, en cierto modo refleja un efecto caracteristico
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del la restriccion proteinica en la lactancia que no se presenta, por ejemplo, en el

caso del grupo RR.

Estos datos, una vez mas hacen hincapié en el hecho de cada grupo tiene

un comportamiento caracteristico debido a las adaptaciones predictivas, acertadas

o erréneas, debidas al reto nutricional materno especifico.
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Figura 26. La figura muestra los efectos mas representativos de la

programacion durante el desarrollo sobre el eje reproductivo femenino. Los

datos mostrados han sido obtenidos en diferentes modelos experimentales.
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Los efectos mostrados en recuadros oscuros son la aportacion de la

presente tesis a este campo del conocimiento.
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CONCLUSIONES

Los resultados expuestos en el presente trabajo permiten llegar a algunas
conclusiones respecto a los efectos de la restriccion proteinica materna durante el
embarazo y la lactancia en el desarrollo sexual y la funcion reproductiva de las
crias hembras de rata.

Se puede afirmar que la nutricibn materna inadecuada, incluso en uno solo
de sus componentes, modifica el fenotipo de las crias cuando coincide con
periodos criticos del desarrollo de las mismas. La calidad nutricional materna
durante el embarazo es un factor determinante en el desarrollo fetal de las crias y
en el crecimiento materno.

Por su parte, la restriccion proteinica materna durante la lactancia es
importante para el crecimiento generalizado de las crias. El desarrollo de las crias
es sensible al estado nutricional materno y depende de la conjuncién entre las
dietas maternas durante el embarazo y la lactancia. La ganancia excesiva de
peso, 0 bien el retraso en el crecimiento programado en estos dos periodos se
asocia al posterior desarrollo de enfermedades metabdlicas.

Si bien algunos de los efectos de la restriccion proteinica son similares
entre los grupos, cada efecto es programado por un estimulo diferente, dada la
conjuncion de los periodos de restriccion proteinica materna con los de nutricién
adecuada caracteristica de cada grupo.

Finalmente, se puede afirmar que la restriccion proteinica materna durante
el embarazo y la lactancia afecta el eje hipotalamo-hipdfisis-ovario de las crias.
Las alteraciones mas evidentes se presentan como el retraso en el desarrollo
sexual y la disminucion prematura de la tasa de fertilidad. Estos efectos son
consecuencia de respuestas adaptativas predictivas adquiridas durante las etapas
fetal y neonatal del desarrollo, y se manifiestan de acuerdo al estimulo particular

recibido.
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PERSPECTIVAS

En términos de salud publica, es de gran relevancia el estudio de la
programacion durante el desarrollo ya que se ha demostrado su asociacién con el
origen de enfermedades metabdlicas como la diabetes tipo 2, la obesidad y la
hipertension. Las adaptaciones que sufre un individuo en los estadios mas
tempranos de su vida, y en respuesta al ambiente intrauterino y postnatal,
modifican su organismo a nivel metabdlico para asegurar su supervivencia a corto
plazo. Sin embargo estas mismas adaptaciones, aunque necesarias, pudieran no
ser tan benéficas a largo plazo, y poner en riesgo la salud en la etapa adulta. La
alta incidencia de desnutricion materna entre los seres humanos podria ser la
responsable de la pandemia de diabetes tipo 2, obesidad y enfermedades
cardiovasculares que enfrentamos en nuestros dias.

El estudio de la programacién del eje reproductivo por desnutricion materna
es de gran importancia. Su implicacion en la salud reproductiva de la
descendencia incluye alteraciones en el desarrollo sexual, infertilidad, y podria
asociarse a otros padecimientos como sindrome de ovario poliquistico y la
aparicion de tumores mamarios. Aun mas, la posible adquisicion de improntas
genomicas en respuesta al ambiente intrauterino y post natal adverso,
principalmente las generadas en la linea germinal, asegurarian el paso
transgeneracional de tales padecimientos®! 2%,

La mayor parte de los efectos de la desnutricibn materna en el eje
reproductivo han sido detectados mediante estudios experimentales en animales
de laboratorio. Hasta ahora, estos trabajos han permitido la identificacion de
muchos de los efectos de la restriccion nutricional en el eje reproductivo femenino,
sin embargo los mecanismos mediante los cuales se originan estas alteraciones

fenotipicas y funcionales no han sido descritos.
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La mayoria de tales mecanismos pudieran presentarse en las etapas fetal y
neonatal, como respuesta a la restriccion proteinica. Si bien algunos autores han

descrito retraso en el desarrollo ovérico fetal y en la foliculogénesis™®*

, o se
tiene claro cuales son los eventos que originan estas alteraciones.

Quedan muchas interrogantes en el estudio de la programacion del eje
HHO, entre ellas el comportamiento de las poblaciones foliculares tanto en etapas
fetales como neonatales y en la edad adulta. Estos estudios podria dar nuevos
indicios del por qué la fertilidad decae de manera prematura en las hembras mal
adaptadas.

En este mismo sentido, uno de los estudios que se mantiene pendiente es
la influencia de las enfermedades metabdlicas descritas (resistencia ala insulina y
obesidad®) en la pérdida prematura de la fertilidad, la ciclicidad, las
anormalidades hormonales, asi como su asociacibn con otros sistemas
endocrinos, incluyendo a la leptina y las hormonas tiroideas y adrenales.

Este estudio Unicamente consideré al embarazo y a la lactancia como
periodos criticos, pero dentro de estos dos periodos se encuentra un gran numero
de ventanas criticas. El estudio de ventanas especificas con mayor nimero de
grupos experimentales en los cuales se exploren periodos mas pequefios en el
desarrollo fetal y neonatal podria identificar con precisibn los momentos de
susceptibilidad del eje HHO a la restriccién proteinica.

En general, el estudio de los efectos de la desnutricibn materna y los
mecanismos que originan loas padecimientos tanto metabdlicos como
reproductivos de la edad adulta es de una enorme importancia para la
investigacion biomédica y para el establecimiento de nuevos programas de salud
materna que pudieran beneficiar a las generaciones futuras en términos de salud

metabolica y reproductiva.
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