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RESUMEN

Estudios epidemioldgicos y en animales de experimentacion han demostrado que un ambiente (intrauterino
y durante la vida postnatal temprana) sub6ptimo altera el crecimiento y predispone al individuo a problemas
de salud a lo largo de la vida. Efectos de malnutricion durante la gestacion y/o lactancia han sido
estudiados en diferentes modelos animales, que intentan dirigir los mecanismos por los cuales la memoria
de eventos adversos de nutricion en la vida temprana son almacenados y subsecuentemente expresados

en la vida adulta.

Este estudio se enfocd en evaluar el efecto de la dieta baja en proteina y la edad materna durante la
gestacion en la rata sobre el grado de estrés materno, asi como en las alteraciones generadas en el
desarrollo y metabolismo de las crias. Se utilizaron ratas prefiadas de la cepa Wistar de 70 (M70d) y 150
(M150d) dias de edad. Se establecieron dos grupos experimentales: uno alimentado con dieta control (C) y
otro con dieta restringida en proteinas (R) para cada edad materna. La restriccion proteinica fue sélo
durante el periodo de gestacion. Las dietas son isocaldricas (=4 Kcallg) y varian en el contenido de
caseina: 20 % de caseina en la dieta control y 10% de caseina en la dieta restringida. La ganancia de
peso e ingesta de alimento materno fue monitoreado diariamente durante la gestacion y la lactancia (21
dias de la vida postnatal). A los dias 10 y 19 de gestacion se determind la concentracion de corticosterona
materna en materia fecal. Al nacimiento, las camadas fueron ajustadas a 10 crias por madre, y se
determinaron las medidas morfométricas: peso, talla, diametro cefalico, didmetro abdominal y distancia
ano-genital. La ganancia de peso de las crias macho fue registrada desde el nacimiento y hasta los 21 dias
de la vida postnatal, y posteriormente hasta los 350 dias de edad. A los 220 dias de la vida postnatal, se
determinaron parametros metabolicos de las crias como: la concentracion de leptina, triglicéridos,

colesterol y corticosterona en el suero.

Los resultados sefialan que la concentracion de corticosterona al dia 10 de gestacion en la restriccion
proteinica no genera alteracion alguna en la madre entre grupos experimentales, sin embargo la edad
materna aparece como un factor importante ya que la concentracién de corticosterona es mayor en madres
de 150 dias de edad que en las de 70d tanto para el grupo control como para el restringido. Al dia 19 de
gestacion el efecto de la dieta se ve reflejado entre grupos experimentales de madres de 70 dias donde la
concentracion de corticosterona en el grupo restringido es menor. Al comparar entre edades, el grupo
control de M70d presenta mayor concentracion de corticosterona con respecto al control de M150d.

-1-
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Al nacimiento se evaluaron las medidas morfométricas de las crias macho, encontrandose que las crias
provenientes de M150d de ambos grupos experimentales tuvieron mayor peso y distancia ano-genital en
comparacién con las crias provenientes de M70d. En cuanto a la ganancia de peso corporal y parametros
metabolicos, durante la lactancia los grupos provenientes de M150d tuvieron mayor ganancia de peso con
respecto a los de M70d; a los 220 dias de edad, el grupo restringido de M70d presenté mayor ganancia de
peso con respecto al control, mientras que en crias de M150d se observé lo contrario. La concentracion de
leptina fue mayor en el grupo restringido tanto de M70d como de M150d. Al comparar entre edades
maternas, las crias de madres de 70d presentan mayor concentracion de leptina tanto en el grupo control
como en el restringido con respecto a los grupos de M150d. La dieta no afectd los triglicéridos y el
colesterol entre grupos experimentales a la misma edad, sin embargo entre edades maternas, los grupos
provenientes de M70d tuvieron mayor concentracion tanto de triglicéridos como de colesterol en

comparacion con los grupos de M150d.

En conclusién, la falta de proteinas en la madre gestante impacta directamente en el desarrollo de las
crias. Sin embargo es evidente un doble impacto generado tanto por la edad como por la restriccion de la
madre en gestacion, es decir, una madre en crecimiento se ve en la necesidad de metabolizar nutrientes
para favorecer su propio desarrollo al de sus crias, esto se hace evidente en la concentracion de
corticosterona al dia 19 de gestacion, en el que el estrés de la madre en crecimiento es elevado; lo cual
tiene repercusiones en la vida postnatal de la cria; mientras que a una edad dptima de reproduccion, la cria

se ve afectada unicamente por la restriccidn proteinica materna.
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INTRODUCCION

Edad Materna

El embarazo en la adolescencia se caracteriza por crecimiento intrauterino retardado, aborto espontaneo,
bajo peso al nacimiento ([1, 2]) o pre-término [3] debido a que la madre aun estd en crecimiento y los
nutrientes no pueden ser utilizados adecuadamente por el feto ya que ademas son empleados por la madre
para satisfacer sus necesidades fisiologicas [4]. Ademas, los adolecentes presentan altos indices de
mortalidad dentro del primer afio de vida debido a las alteraciones ocasionadas durante la etapa del
desarrollo ([5-7]).

Estudios epidemioldgicos y en animales de experimentacion han demostrado que un ambiente (intrauterino
y durante la vida postnatal temprana) sub6ptimo altera el crecimiento y predispone al individuo a problemas
de salud a lo largo de la vida. Entre los factores ambientales que actuan directa o indirectamente sobre el
crecimiento o desarrollo intrauterino estan: la edad materna [8] edad gestacional, nutricion pre-gestacional,
gestacional y/o lactancia, anormalidades placentarias [9].

Estudios, donde se analizo la relacion de la edad materna y el bajo peso de los hijos al nacer, se encontro
que el mayor indice de mortalidad debido al bajo peso se presenta en adolecentes menores de 15 afios y
madres mayores de 40 afios, con respecto a las de 25 y 29 afios [10]. Una explicacién propuesta para este
hecho indica que debido a que la madre esta aun en crecimiento durante la concepcion existe competencia
de nutrientes con el feto, lo cual indica que el estado nutricional durante el embarazo mas que por
inmadurez bioldgica predispone a tener hijos de bajo peso, existen estudios que demuestran que las
medidas antropométricas maternas y su estado nutricional tienen una posible relacion con el peso al nacer
[11].

La relacion entre las madres adolescentes y su progenie se estudio en términos de desarrollo fetal y el
crecimiento de las crias. Los animales utilizados en dicho estudio habian alcanzado la pubertad y
continuaban su crecimiento, su peso corporal fue aproximadamente la mitad que el de un animal de
crecimiento pleno. Fueron capaces de concebir y mantener la gestacion, pero el crecimiento esquelético y

el desarrollo de sus fetos fue significativamente retrasado [12].
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Estudios en humanos han demostrado que la edad materna es un factor que influye en el aumento de
riesgo de bajo peso al nacimiento, el cual se atribuye también a factores socioecondmicos y de aprendizaje

asociados a la adolescencia [13].

Programacion y Desarrollo

Existen estudios epidemiolégicos en humanos y con animales de experimentacion que han mostrado que
la salud esta programada desde etapas tempranas del desarrollo como resultado de la experiencia pre y
postnatal, afectando profunda e irreversiblemente las caracteristicas fisioldgicas y metabolicas del adulto,
este conocimiento genera la hipdtesis de la programacion del desarrollo [14], ahora conocida como
origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad (DOHaD por sus siglas en ingles the developmental

origins of health and disease).

El concepto de programacion del desarrollo, propone que los cambios durante la gestacion y la vida
neonatal, generan respuesta fisioldgicas persistentes en la crias, y asocia a las enfermedades en el adulto
como el sindrome metabdlico: dislipidemias, diabetes, hipertension y obesidad con condiciones adversas
intrauterinas, lo que genera retardo en el crecimiento intrauterino o desproporcion en el crecimiento fetal
[13].

Durante el desarrollo existen ventanas criticas donde los 6rganos son mas vulnerables a los retos
ambientales como la disminucion del aporte nutritivo y oxigenacion. El periodo de vulnerabilidad es
diferente entre 6rgano y érgano, para muchos o6rganos y sistemas el periodo critico ocurre en la vida
intrauterina. Las células que se dividen mas rapidamente tienen mayor riesgo. Abundancia o escasez de
sustancias normales (como hormonas, nutrientes o vitaminas), compuestos quimicos anormales (drogas,
alcohol o nicotina) y factores fisicos anormales (presion elevada) son ejemplos de factores que modifican el
desarrollo normal [16]. Por lo que el fenotipo de un individuo no esta determinado exclusivamente por sus
genes, existe ademas una fuerte influencia ambiental, teniendo mayor impacto en etapas tempranas del
desarrollo. El ambiente sub6ptimo intrauterino y durante la lactancia modifica el crecimiento y predispone al
individuo al desarrollo de enfermedades en la vida adulta. El desarrollo de la plasticidad es definido como el
fenomeno por el cual el genotipo puede dar lugar a una serie de diferentes estados fisioldgicos o

morfolégicos en respuesta a diferentes condiciones ambientales durante el desarrollo. El recién nacido
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responde a estas sefiales adaptativas con reduccion de tamario y peso al nacimiento y alteraciones en el

metabolismo [17].

Programacion, se conoce como el proceso en el cual un estimulo o un reto durante periodos criticos del
desarrollo tiene efectos secundarios a lo largo de la vida, refleja la accion de factores durante un periodo
sensible o “ventana”, que afecta la organizacién de tejidos especificos que son vulnerables, produciendo
efectos persistentes a lo largo de la vida [18]. El crecimiento fetal es un proceso complejo y dindmico, que
depende del continuo suministro de nutrientes de la madre, el cual puede ser alterado por cambios en la
nutricion y/o funcién de la placenta [19]. El peso al nacimiento es un indicativo del grado de compromiso
nutricional desde el desarrollo, el cual en circunstancias adversas en mamiferos puede rechazar
mecanismos adaptativos para proteger el crecimiento, especialmente de 6rganos vitales durante el
desarrollo, como el cerebro por ejemplo. Una variedad de fenotipos de crecimiento, endocrino y
cardiovascular resultan de la restriccion de nutrientes en distintas ventanas del desarrollo [20]. Actualmente
se entiende como un proceso mediante el cual distintas condiciones durante periodos criticos determinan el

estado de salud y enfermedad en la vida adulta del individuo [21].

Epigenética, es un concepto interpretado como cambios en las funciones de los genes que suceden sin
cambios en la secuencia del DNA. Las modificaciones epigenéticas son responsables de los diferentes
patrones de la expresion de un gen en los distintos tipos celulares. De tal forma que epigenética es la
diversidad o las multiples formas en que un gen puede ser expresado, la cual puede ser modificada por
factores ambientales, lo que puede contribuir al desarrollo de fenotipos anormales.

Dentro de los factores principales que afectan la programacion del desarrollo se encuentran: la exposicion

fetal a alta concentraciéon de glucocorticoides que son inapropiadamente altos para la etapa actual del
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desarrollo [22], restriccidn global de nutrientes [23] exposicion global a una dieta isocalérica baja en
proteinas [24], restriccion del flujo sanguineo a nivel uterino [25], y diabetes materna gestacional [26].

Muchos de estos factores provocan reduccion del flujo sanguineo hacia el Utero, lo cual reduce el
suministro de nutrientes y oxigeno que llegara a la placenta y al feto, lo que provocara disminucion del
crecimiento fetal [4]. El individuo desnutrido se adapta a estas condiciones mediante el lento aumento de
peso corporal sobre todo en periodos tempranos del desarrollo, ademas de ajustar su metabolismo a la

deficiente disponibilidad de nutrimentos [27].

Desnutricion fetal

v

Crecimiento Fetal retardado:
Bajo peso al nacimiento

. . .V . . .
Cambios morfologicos Cambios metabolicos Cambios endocrinos

A 4

Predisposicion a padecer enfermedades
En la vida adulta

Figura 1. Mecanismos de adaptacién fetal a la desnutricién intrauterina.

Para explicar la relacion entre el bajo peso al nacimiento y el desarrollo de patologias como diabetes tipo
2, Hales y Barker (1992) propusieron la hipétesis del fenotipo ahorrador. El cual explica que cuando la
nutricion en el utero es subdptima el feto realiza adaptaciones predictivas y desarrolla una fisiologia que le
permite maximizar y conservar los nutrientes. Estos cambios en el desarrollo confieren ventaja para
sobrevivir en caso de que continue la restriccion nutricional durante la vida postnatal, sin embargo, si el
alimento es abundante después del nacimiento y sobrepasa el rango de la adaptacion predictiva, la cria

con el fenotipo ahorrador puede acumular recursos en forma de grasa incrementando la predisposicion al
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desarrollo de obesidad, diabetes y otras enfermedades metabdlicas que son el resultado de la alteracion

del metabolismo de carbohidratos [28].

Importancia de la Placenta

Durante la gestacion la placenta presenta multiples funciones importantes. Provee una interfaz inmune
entre la madre y el feto, facilita el transporte de nutrientes y residuos de productos entre madre y feto, es
una fuente de varios péptidos y hormonas esteroides importantes para el desarrollo y metabolismo
materno y fetal. La integridad funcional de la placenta requiere la produccién de energia adicional ya que el
metabolismo placentario puede ser igual al del feto. Este gran requerimiento energético es esencial para
mantener la funcion de estimular el crecimiento, que incluye transporte activo de aminoacidos [29], sintesis

de proteinas [30], hormonas esteroides y apoyo en la maduracién del crecimiento [31].

Estudios demuestran que cuando existe disminucion en el flujo sanguineo utero-placentario, se altera el
metabolismo y transporte de nutrientes placentarios que limitan el crecimiento fetal, lo cual repercutiré en la

vida adulta del descendiente [4].

Es claro que la placenta no es sélo un participante pasivo en el abastecimiento de nutrientes al feto, de

hecho participa en su adaptacion al ambiente materno y genera cambios tanto en estructura y funcion

cuando el resultado es un cambio en la oferta de sustrato y ambiente hormonal. Por lo anterior, la placenta

tiene una posicion clave y directa en la programacion fetal, por ejemplo, cambios en el patron de sefiales
-7-
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hormonales de desarrollo o de cantidades de sustrato transportados hacia el feto tal que el desarrollo fetal
se ve alterado, lo que finalmente resulta en desarrollo de enfermedades cardiovasculares y metabdlicas en
la vida adulta [32].

Los glucocorticoides son reguladores clave en el desarrollo y maduracién de los érganos. La exposicion del
feto de roedores a excesiva cantidad de glucocorticoides maternos o exdgenos causa restriccion de
crecimiento, hipertension, incremento en la actividad del eje HPA, asi como ansiedad en el comportamiento
en situaciones adversas ([33],[34]). La 11p-hidroxiesteroide dihidrogenasa (11BHSD) regula la expresién
del feto a glucocorticoides, convierte el cortisol en cortisona inactiva lo que puede proteger al feto contra
altas concentraciones de cortisol materno [35]. La expresién y actividad de la 11BHSD placentaria, es
regulada en forma especifica de la edad gestacional, tanto en humanos como en primates no humanos
[36]. En humanos, las mutaciones en el gen 11BHSD2 han sido asociadas con bajo peso al nacimiento y
reduccion de la actividad de la 11BHSD2, ademas, el incremento de la concentracién de cortisol fetal ha

sido asociado con restriccion de crecimiento intrauterino [37].

En ovejas, la restriccion materna de nutrientes por mas de 45 dias disminuye significativamente la
11BHSD2 ademas de causar restriccion de crecimiento intrauterino [38]. La baja tension de oxigeno es
fisiolégico para la organogénesis y es regulador clave de eventos celulares en la diferenciacion
trofoblastica temprana [39]. Por ello la alteracion total del metabolismo de glucocorticoides maternos es
asociado con restriccion de nutrientes e hipoxia, lo que conlleva a restriccion de crecimiento intrauterino y
programacion fetal [32].

Aun no es claro como el exceso de glucocorticoides regula a la baja las funciones de la placenta y reduce
el crecimiento fetal, sin embargo un estudio con ratas ha sugerido que la reduccion del peso de la placenta
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y transporte de glucosa en respuesta a dieta baja en proteina precede a cualquier reduccién significativa en
el peso del feto, lo que sugiere que la reduccion del transporte de nutrientes es causa de la reduccion del

crecimiento intrauterino [30].

Actualmente se sabe que aproximadamente el 10 por ciento de los nifios cuyas madres presentaron
restriccion de crecimiento intrauterino siguen siendo pequefios, y las causas se atribuyen a mutaciones en
el gen del factor de crecimiento insulino de (IGF-IR) que conducen a las anormalidades en la funcion o el
numero de receptores para IGF-l, los cuales no sélo retardan el crecimiento a nivel intrauterino, sino

también en la vida postnatal de los seres humanos [40].

Madre Glucocorticoides Disponibilidad Hipoxia y Otros factores
y otras hormonas de nutrientes estrés oxidativo ambientales
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Figura 2. Diagrama de interaccién entre madre-placenta-feto durante la programacién fetal

Equilibrio materno de nutrientes

El desarrollo del individuo depende de manera directa de las condiciones nutricionales durante la
gestacion y periodo postnatal ya que la baja o deficiente calidad de la dieta en estas etapas criticas del
desarrollo puede provocar alteraciones tanto en la organizacion del sistema nervioso como en la
constitucion de diversos 6rganos, que pueden persistir hasta la edad adulta. Conviene definir como una
nutricion adecuada, aquella que contiene un balance entre lo que el organismo requiere y lo que gasta por
sus actividades. De no cumplirse con esta regla, el organismo desarrolla “ajustes” que le permitan

continuar por algun tiempo en un estado de equilibrio tanto funcional, metabdlico y conductual.
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El ambiente intrauterino en el que se desarrolla el individuo, establece las bases para alcanzar un
crecimiento pleno y potencial. EI ambiente intrauterino de la madre actua como una poderosa
condicionante del desarrollo durante la vida fetal. El crecimiento normal del feto implica un progreso
ordenado y secuencial de divisiones y movimientos de las células, cambios en la adhesion de éstas y
finalmente muerte celular, también implica la continua interaccién de los reguladores genéticos de los
cromosomas Yy nutrimentos. El potencial del genoma se ve constantemente modificado por los factores del

entorno [41].

El suministro de nutrientes al feto es la principal influencia que regula su crecimiento, y depende en gran
medida del estado de salud de la madre, de su composicion y talla corporal, su alimentacion durante el
embarazo, un buen funcionamiento del corazén, del estado endocrino y cardiovascular del feto, e incluso
de la historia prenatal de la madre [17]. En consecuencia, la nutricion de la madre afecta de manera

determinante el crecimiento y maduracién del feto [42].

La desnutricion materna severa restringe el crecimiento fetal y placentario, pero la desnutricion moderada
genera el crecimiento normal de la placenta mas no del feto. La desnutricion al final del embarazo puede
ocasionar la desaceleracion del crecimiento fetal y alterar la interaccion metabdlica entre el feto y la

placenta. Sacrificando el crecimiento fetal para mantener la funcion de la placenta [43].

La respuesta metabdlica inmediata a la desnutricion es el catabolismo, al consumir sus propios sustratos
para obtener energia. En contraste a su incapacidad de almacenar oxigeno, el feto si puede guardar
reservas de glucosa, que le serviran como fuente de energia en caso de que la madre no pueda proveerle.
Si el suministro de glucosa que debe recibir el feto disminuyera, el glucogeno almacenado pasaria a la
sangre para que no pudiera utilizarlo. Sin embargo los depdsitos de glucdgeno del feto son pequefios y
quedaria privado de alimento en aproximadamente un dia, lo que llevaria a la destruccion de los tejidos

recién formados para abastecer la energia [16].

Los mecanismos reguladores de los tejidos en la madre se aseguran de que el cerebro cuente con los
nutrientes necesarios. Seguido del cerebro materno se encuentra el del feto, quien hace todos los ajustes
necesarios para garantizar el desarrollo de su cerebro, sin embargo ante la desnutricion fetal se restringe el
desarrollo de otros drganos tales como higado y otras visceras abdominales [44].
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Eje hipotalamo-Hipofisis-Adrenal (HPA)

El principal eje del cuerpo que responde a estimulos de estrés es el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal. Una
amplia variedad de estimulos sensoriales llegan al cerebro via ojos, nariz y/o boca. Estos estimulos
producen cambios en la actividad endocrina, usando funciones cerebrales via hipotadlamo, que es la parte
del cerebro que cumple la funcién de la regulacién de la homeostasis, el comportamiento sexual y las
emociones, ademas se ha demostrado que cumple una importante funciéon en la regulacién del
comportamiento en la alimentacion. Situada justo debajo del hipotdlamo en la base del cerebro, esta la
glédndula pituitaria o hipdfisis, que es el mayor regulador de las respuestas al estrés y las hormonas que
produce controlan el funcionamiento de casi todas las gldndulas endocrinas del organismo. La hipofisis es
regulador del cortisol y/o corticosterona, y secreta una hormona llamada adrenocorticotropina (ACTH) que
estimula a la glandula adrenal para verter la hormona en sangre. Una vez en la sangre, la corticosterona
tiene una multitud de funciones, por ejemplo actla en el higado para liberar glucosa y grasa. El cerebro
controla las cantidades de ACTH secretada por la produccion de la hormona liberadora de corticotropina
(CRH). A su vez la produccion de CRH es controlada por el hipotalamo en respuesta a mensajes de
multiples partes del cerebro. Una de los mas importantes centros de regulacion de este sistema es el

hipocampo.

HIPOTALAMO

O HIPOFISIS

TALLO CEREBRAL N CEREBELO |

Cerebro: Localizacion de hipotalamo e hipéfisis
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Receptor de Glucocorticoides

Los receptores de glucocorticoides (GR) son esenciales para la supervivencia de las crias, asi lo indic6 el
fenotipo letal de los ratones nulos de GR [43]. El uso de modelos de ratones transgénicos identificd que la
variacion en el nivel de GR altera las respuestas al estrés y la actividad del eje HPA. Una reduccion en GR
del 30-50% es asociado con exageradas respuestas a estrés ([46],[47]). La exposicion del feto a estrés o
altos niveles de glucocorticoides puede afectar permanentemente la expresion de GR, por ejemplo,
inhibicién o deficiencia de 113—HSD2 ha mostrado reduccidn hipocampal de la expresion de GR [48], pero
a la inversa incrementa los niveles de GR mRNA en amigdala. La reduccién hipocampal de GR se espera
que reduzca la retroalimentacion negativa de glucocorticoides y conlleve a una hiperactividad del eje HPA.
Por el contrario, incrementar la expresion de GR en la amigdala, una estructura clave del sistema nervioso
central involucrada en la mediacién de las respuestas del miedo y la ansiedad, se asocia con un fenotipo

ansiogénico en roedores [34].

Hormona Liberadora de Corticotropina (CRH)

Un componente critico del eje HPA es la hormona liberadora de corticotropina (CRH), la cual ha sido
propuesta como mediador de los efectos del estrés en la vida temprana sobre los resultados cognitivos y
conductuales. En humanos, la CRH es producida por la placenta y liberada dentro de la circulacién fetal
[49]. En fetos con crecimiento retardado se han encontrado elevadas concentraciones de CRH, y son
asociados con incremento en el riesgo de parto prematuro [50]. Por lo tanto, el estrés materno
acompafado por elevadas concentraciones de glucocorticoides y CRH afectan tanto la longitud del periodo

de gestacion como el ambiente hormonal durante el desarrollo del feto [51].

La administracion de CRH a ratas gestantes reduce el peso corporal tanto materno en gestacién como de
las crias durante las primeras dos semanas de la vida postnatal, asi como mejora las respuestas
conductuales de las crias ante el estrés en el periodo neonatal temprano [52]. Por ello, es sugerido que un
ultimo componente de la programacion de los efectos del estrés/glucocorticoides puede ser medido a

través de acciones de CRH en el desarrollo del cerebro fetal [51].

Bajo condiciones de estrés, la activacion del eje HPA resulta en incremento en la produccidn y liberacion

de CRH vy arginina vasopresina (AVP), del nucleo paraventricular. Esas hormonas hipofisiotripicas son

liberadas en sangre y actuan en células de la hipofisis para estimular la expresion y liberacion de la
-12 -
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hormona adrenocorticotropina (ACTH), la cual a su vez incrementa la produccion de glucocorticoides de las
adrenales. El incremento de la concentracién de glucocorticoides en la circulaciéon inhibe Ila
retroalimentacion del eje HPA y previene la excesiva produccién de hormonas de estrés. La
retroalimentacion negativa ocurre a nivel cerebral en la hipéfisis, y una inhibicién particular de insumos

derivados de la expresion hipocampal de GR para inhibir la liberacion de neurohormonas del nucleo
paraventricular.

= W Hipotalamo
Estimulade por:

z”ﬂ_\\ ¢ cortisol plasmatico, hipoglicemia,

Hormoena liberadora dz pj_m TEH0s YV BSiress
corticotropina (CRH)
.. _.- Suprimido por concentracion

circulante de ghicocorticoides

O Hipofisis Anterior  &———— AP

Corticotropina
(ACTH)

Crortisal

Angictensing
Glandulz
Adrenal

A ldosteronz

Fifion

17-hidroxissteroidas
cortizol libre

17-zstossteroides
Figura 4. Fje Hipotilamo- Hip6fisis-Adrenal: programacién por estrés temprano

Bajo condiciones de estrés, la activacion sostenida del eje HPA es atenuada via acciones de la
retroalimentacion negativa de glucocorticoides. Al final un componente de la atenuacién ocurre a través de
la activacién de GR hipocampales, como se muestra en la figura 4. En modelos de programacion la

reduccion de la retroalimentacion negativa del eje HPA se cree que se debe en parte por la reduccién en la
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sefalizacion de GR del hipocampo. La administracion de dexametasona a ratas gestantes programa
hipertension en crias e incremento en la concentracion de corticosterona basal, lo que es asociado con
reduccién en la expresién de GR hipocampales [48]. La falta relativa de GR en hipocampo predice
reduccion de la retroalimentacion negativa del eje HPA, lo que lleva a una sobreactividad y elevacion de
glucocorticoides. Tal exceso de glucocorticoides se anticipado a producir efectos metabolicos
cardiovasculares y neuropsiquiatricos adversos, como se ha visto en individuos con sindrome de Cushing
[51].

Como efectos centrales, la sobreexposicion fetal a glucocorticoides es también asociada con alteraciones
en la estructura y funcion de numerosos tejidos. En términos de la regulacion sanguinea, la administracion
prenatal de glucocorticoides o dieta materna baja en proteinas lleva a una reduccion permanente en el
numero de nefronas, hipersensibilidad a los efectos de vasoconstrictores e incremento en la expresién de

GR locales en rifién [53].

Los efectos de dieta materna baja en proteinas en el desarrollo de los rifiones se ha propuesto que actua a
través de una exposicion al incremento de glucocorticoides fetales, secundario de un incremento en el

transporte trasplacentario de glucocorticoides maternos [54].

Se ha demostrado que el desarrollo hipotaldmico fetal puede ser modificado por nutricién materna, y al
destete las crias de madres alimentadas con dieta baja en proteinas durante la gestacion presentan

malformacion del nucleo hipotalamico [55].

Un gran nimero de estudios indican que los efectos de la exposicién intrauterina a diferentes factores
ambientales, nutricionales, hormonales, etc.; puede ser transmitido a las siguientes generaciones. Se ha
observado que los descendientes de la primera generacion (F1) han presentado también bajo peso al
nacimiento y disturbios en la homeostasis de la glucosa aun en ausencia de alguna manipulacién

gestacional [56]. Sin embargo la tercera generacion (F3) no presenta ningun efecto.
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11B-Hidroxiesteroide Deshidrogenasa tipo 2.

Durante el periodo de gestacion normal, los niveles de glucocorticoides maternos son marcadamente mas
altos que en la circulacion del feto. El feto es protegido de los niveles altos de glucocorticoides maternos,
por la conversion de glucocorticoides activos (cortisol en humanos, corticosterona en roedores) en
glucocorticoides inactivos (cortisona y 11-dihidroxicorticosterona respectivamente) por la enzima 113-
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (11p-HSD2). Esta enzima actla como barrera que ayuda a prevenir
parto prematuro o respuesta inapropiada de los tejidos a la accion de glucocorticoides durante el desarrollo
fetal [51].

Numerosos estudios han mostrado que la inhibicion de la 11B-HSD2 durante la gestacion lleva a la
reduccion del peso al nacimiento y desarrollo de hipertension en la vida adulta, asi como intolerancia a la
glucosa ([57], [33]), asi como incremento en la actividad del eje HHA y conducta de tipo ansiedad [34]. La
expresion y/o actividad de la 113-HSD2 de la placenta puede ser disminuida debido a desnutricion o dieta

materna baja en proteina asi como al estrés materno ([54]; [58]; [59]; [60]).

Estrés Materno: Exceso de Glucocorticoides

La exposicion prenatal del feto a estrés o exceso de glucocorticoides en una variedad de modelos animales
puede programar negativamente la fisiologia de las crias, resultando en una reduccién del peso al
nacimiento e incremento subsecuente de la probabilidad de padecer desordenes de la funcion
cardiovascular, homeostasis de glucosa, actividad del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) y conducta

de tipo ansiedad en la vida adulta [51].

En términos de la programacion del desarrollo metabolico, numerosos estudios tanto en modelos humanos
como animales, han mostrado que un ambiente intrauterino pobre seguido de sobrenutricion en la vida
postnatal promueve el desarrollo de enfermedades, incluyendo hipertension, resistencia a la insulina,
obesidad y diabetes tipo 2 [15]. Estrés materno durante la gestacion es también asociado con restriccion de

crecimiento intrauterino e incremento en el riesgo de parto prematuro [61].

Los glucocorticoides son hormonas esteroides producidas predominantemente por la glandula adrenal y
son mediadores clave de las respuestas de estrés. Son cruciales durante el desarrollo fetal para la

maduracion de tejidos y 6rganos, promueven la diferenciacion celular y actian mas notablemente al final
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de la gestacion para estimular la produccion de metabolito surfactante por los pulmones, accién critica que

prepara al feto para la vida extrauterina [51].

Las hormonas esteroides que regulan el desarrollo y maduracion de los 6rganos fetales, han sido utilizadas
como tratamiento durante la gestacion para prevencion en casos de parto prematuro y rapida maduracion
pulmonar. La exposicion fetal a niveles inapropiadamente altos de glucocorticoides reduce el peso al
nacimiento [62] y es asociado con efectos tales como hipertension ([63]; [64]), elevacion de enzimas

hepaticas gluconeogénicas e intolerancia a la glucosa en crias adultas [65].

El efecto del estrés prenatal y exceso de glucocorticoides en la gestacion en subsecuentes resultados
fisiologicos y psicoldgicos difiere no sélo por el tiempo en la exposicion sino también por el sexo de las
crias. En humanos, la placenta de fetos femeninos puede dar proteccion relativa del exceso de
glucocorticoides debido al incremento de glucocorticoides inactivos comparado con las placentas de fetos
masculinos [66]. Mientras que recientes datos en rata macho expuestos a estrés durante etapas
tempranas de la gestacion presentan incremento en la conducta de tipo ansiedad en la vida adulta [67].

Fue reportado que la desnutricion materna durante la gestacion y/o la lactancia incrementa el nivel de

glucocorticoides en ratas al destete [68].

El estrés prenatal incrementa la concentracion de corticosterona fetal tanto en fetos macho como hembra, y
disminuye la testosterona y la actividad de la aromatasa en el hipotdlamo y amigdala de machos pero no
de hembras al dia 18 y 19 de gestacion [69].

Se ha encontrado también, que la disminucidn en la concentracion de glucocorticoides durante la segunda
y tercer semana de gestacion alter al peso corporal adulto, respuestas al estrés y ansiedad selectiva, asi
como medidas de ansiedad ligada a conducta en crias [70]. El peso al nacimiento también es bajo en crias

de madres con adrenalectomia y falta de glucocorticoides [71].
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Glucocorticoides en materia fecal

Las hormonas esteroides regulan multiples facetas de la homeostasis de un organismo, incluyendo las
respuestas a cuestiones ambientales. En adicion a la regulacion del almacenamiento de energia y
regulacién del ritmo circadiano, los glucocorticoides adrenales protegen al cuerpo durante y después de las

respuestas al estrés [72].

La concentracién plasmatica de glucocorticoides es ampliamente utilizada para diagndstico de estrés en
varias especies animales ( [73], [74]). Sin embargo, las dificultades para la obtencién de las muestras
sanguineas producen serias limitaciones a este enfoque, particularmente para animales pequefios como
roedores, ya que la manipulacion y sangrado es por si sélo un evento estresante para el animal, que influye

marcadamente en la concentracion de glucocorticoides en plasma [75].

Ensayos con hormonas en materia fecal proveen de una herramienta poderosa para monitorear de forma
no invasiva el estado endocrino de los animales. En general, los glucocorticoides son excretados en orina y
heces principalmente como metabolitos conjugados y no conjugados de polaridad variable ([76], [77], [78]).
El analisis de metabolitos de corticosterona excretados por orina 0 heces se establece como técnica no
invasiva para la evaluacién de la funcion adrenocortical. Se ha demostrado que los metabolitos de
corticosterona se excretan en mayor cantidad en materia fecal que en orina [75]. Las hormonas excretadas
representan una acumulacion de varias horas de las hormonas en la circulacion, asi las concentraciones
de hormonas en la materia fecal no siempre reflejan correlacion exacta con las concentraciones en suero.
Sin embargo, para anticuerpos de cortisol y corticosterona, se encontr6 que el metabolito fecal correlaciona

positivamente con la concentracion en suero [72].

En cuanto al metabolismo de la corticosterona, que es el principal glucocorticoide presente en sangre [79],
en ensayos comparativos con otros glucocorticoides excretados, fue virtualmente ausente en heces, lo que
es un indicativo del intenso metabolismo del esteroide en higado y en intestino (por la flora microbiana)
[75].
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Obesidad y Leptina

Obesidad, es una enfermedad crénica que involucra a millones de personas adultas alrededor del
mundo. El tejido adiposo es la mas grande reserva de energia en el organismo. La principal funcidn del
tejido adiposo es la sintesis y almacenamiento de triglicéridos durante el periodo de balance de energia
positivo. Es involucrado en la movilizacion de energia almacenada durante el periodo de balance de

energia negativo.

Sin embargo, el tejido adiposo es la localizacion de sintesis de numerosas, metabdlicamente activas
proteinas, las llamadas adipocinas. Esas proteinas juegan un importante papel en la regulacién del
metabolismo local y sistémico, mostrando una tipica actividad endocrina, es decir, el tejido adiposo es un

elemento significativo del sistema endocrino en humanos.

Adipocinas son responsables de interaccion entre tejido adiposo, muscular, corteza adrenal y el sistema
nervioso central y sistema simpatico. Participan en el mantenimiento del balance energético, y tienen
influencia en la sensibilidad en la insulina, regulacion de la presiéon sanguinea, procesos inmunoldgicos,

angiogénesis, metabolismo de grasas y homeostasis.

La leptina, es una hormona producida y secretada por una variedad de tejidos, predominantemente por
adipocitos, los cuales regulan la ingesta de comida y energia gastada a niveles hipotaldmicos en animales
adultos. La leptina es producto del gen de la obesidad, expresado en tejido adiposo y esta involucrada en
la regulacion de adiposidad en mamiferos y puede actuar como un factor de sefializacion endocrina que
une el estado nutricional al eje reproductivo [80]. Puede también influenciar la proliferacién de las células B
del pancreas que ocurre en el periodo neonatal. Adicionalmente la leptina provee un enlace funcional con
insulina para formar el eje adipo-insular [81], y juega un papel importante en el control de la funcién de las
celulas B en vivo via inhibicion de la secrecion de insulina y reduccion de los niveles de transcripcion de
insulina [82]. EI ambiente prenatal adverso, puede inducir consecuencias metabdlicas a largo término,
particularmente obesidad y resistencia a la insulina. Las crias adultas de ratas sujetas a desnutricion
durante la gestacion, desarrollan obesidad, hiperinsulinemia e hiperleptinemia especialmente en presencia

de dieta alta en grasa [83].
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Una postura inicial sobre la leptina, es que se trata de una hormona anti-obesidad, que previene el exceso
en el almacenamiento de tejido adiposo por retroalimentacion del hipotalamo para reducir la ingesta de
comida e incremento en el gasto de energia [84]. Aunque la elevacion cronica de ingesta de comida no
previene la ganancia de peso, su repentina disminucion coordina adaptaciones dirigidas a proteger el peso

corporal durante el ayuno [83].

Recientes datos sugieren que la leptina puede tener un amplio rango de acciones, particularmente durante
el crecimiento y desarrollo [85]. Los niveles en suero de leptina varian dramaticamente durante el
desarrollo intrauterino y la vida temprana postnatal con un incremento del 5 a 10 veces entre el dia 4 y 10

de la vida posnatal de ratones hembra [86].

La leche materna contiene también significantes cantidades de leptina [87], y puede contribuir con los
niveles que circulan en el neonato. Aunque los niveles de leptina del cordon sanguineo tienden a reflejar la
masa grasa neonatal, bajo nivel de leptina es asociado con rapida ganancia de peso postnatal en infantes

pequefios para la edad gestacional [88].

Se ha demostrado que todas las consecuencias y adaptaciones metabolicas de la desnutricion pueden
invertirse por el tratamiento con leptina durante el periodo neonatal en ratas. Independientemente del
mecanismo que el feto utiliza para interpretar la sefial nutricional, altos niveles de leptina en el neonato
pueden ser interpretados como un alto estado nutricional, ya que los niveles de leptina y grasa
generalmente correlacionan en el neonato. La leptina neonatal causa muy diferentes respuestas en las
crias de madres desnutridas. Por lo que se sugiere que la sensibilidad a la leptina es afectad por la
desnutricion prenatal y puede interferir en el papel central de la hormona en la programacién metabdlica
[83].
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La concentracion de leptina se relaciona positivamente con la cantidad de grasa almacenada. Durante los
primeros dias de la vida postnatal la concentracién de leptina es mayor que la observada en etapas
posteriores del desarrollo. Varios estudios han demostrado aumento de leptina alrededor de los 12-14 dias
de la vida postnatal, este aumento ha sido relacionado con la maduracion de los mecanismos centrales de
regulacion del apetito. La leptina también parece tener un papel clave en la programacion del desarrollo de
la estructura y funcién de los centros hipotalamicos orixigenicos y anorexigenicos en el temprano periodo
postnatal [20]. Se ha demostrado que la restriccién proteinica en gestacion o lactancia altera la
concentracion de leptina a los 110 dias de la vida postnatal y que ademas retrasa el aumento normal de la

concentracion de leptina en animales malnutridos prenatalmente [28].
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JUSTIFICACION

Aunque la mala nutricién produce estragos entre la poblaciéon en general, sus efectos resultan mas
nocivos cuando se padece en los primeros afios de vida. Una infancia desnutrida repercute mas adelante
en multiples incapacidades tanto fisicas como emocionales y aumenta la predisposicion a enfermedades
cronicas. Asi, el desarrollo de las capacidades del individuo requiere de una condicidn nutricional adecuada

desde la infancia temprana.

La escasa informacion acerca del impacto de la restriccion proteinica durante la gestacion a diferentes
edades maternas sobre los descendientes nos llevo a la realizacion del presente trabajo de investigacion.
Estudios epidemioldgicos y en animales de experimentacion han mostrado que la suboptima nutricion
materna durante gestacion y/o lactancia puede programar el desarrollo de enfermedades en las crias a lo
largo de su vida. Particularmente la falta de proteinas en la dieta materna tiende a presentar un fenotipo de
alteraciones en la vida adulta, tales como enfermedades cardiovasculares, hipertension, obesidad, diabetes

y resistencia a la insulina.

Se ha encontrado que la edad adecuada para la reproduccién en ratas es alrededor de los 150 dias de
edad, etapa a partir de la cual la madre presenta un patron constante de crecimiento. Al igual que la madre
de 150 dias de edad, la madre joven de 70 dias de edad tiene la capacidad de concebir y mantener la
gestacion, sin embargo, no puede evitar alteraciones en el peso al nacimiento y metabolismo de las crias,
debido a que utiliza nutrimentos para completar su desarrollo y al mismo tiempo tratar de optimizar el
crecimiento del feto. Se ha observado que la deficiencia proteinica durante la gestaciéon no solo tiene
efectos en las crias sino también en la madre, quien se ve en la necesidad de desarrollar mecanismos

adaptativos para satisfacer las necesidades del feto.
Con base en lo anterior, este estudio se enfocd principalmente en evaluar el efecto de la restriccion

proteinica de la dieta durante la gestacion en rata a dos diferentes edades maternas, sobre el grado de

estrés materno y el impacto en el desarrollo y metabolismo de las crias en la vida postnatal.
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HIPOTESIS
Si la rata gestante aun en crecimiento (M70d) es sometida a restriccién proteinica, tendra mayor grado de
estrés e incrementa la probabilidad de presentar en un fenotipo de alteraciones en el desarrollo y

metabolismo de las crias en la vida adulta.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la edad materna y la restriccion proteinica durante la gestacion en ratas de 70 y

150 dias de edad sobre el grado de estrés, y su impacto en el desarrollo y metabolismo de las crias en la

vida adulta.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar el efecto de la dieta restringida en la ganancia de peso y en la ingesta de alimento
diario de las madres durante la gestacion.

Evaluar el impacto de la restriccion proteinica en la concentracion de corticosterona en  materia
fecal al dia 10y 19 de gestacion en ratas de 70 y 150 dias de edad.

Analizar el efecto de la edad y restriccidn proteinica materna sobre pardmetros morfométricos al
nacimiento de las crias.

Establecer el impacto de la edad y restriccion proteinica materna sobre la ganancia de peso
corporal de las crias a lo largo de su vida.

Cuantificar la concentracion de leptina, triglicéridos, colesterol y corticosterona en crias a los 220
dias de la vida postnatal, para evaluar el efecto provocado por la restriccidn proteinica y la edad

materna sobre estos parametros metabdlicos.
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MATERIAL Y METODOS

Cuidado y mantenimiento de los animales

Se utilizaron ratas hembras prefiadas de la cepa Wistar de 70 y 150 dias de edad (tabla 1),
proporcionadas por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran (INNSZ). Los
animales fueron mantenidos de manera individual en cajas de acrilico, en condiciones controladas de
temperatura de 22° C y ciclos de luz: oscuridad de 12:12 h. Todos los procedimientos fueron aprobados
por el comité de ética de experimentacion animal del INNSZ. El alimento y el agua fueron dispuestos de

forma libre segun la necesidad del animal en comederos de metal.

Tabla 1. Edad y peso de las ratas experimentales

EDAD RANGO DE EDAD PESO INICIAL
70 Dias (M70d) 70-75 Dias 198.82+1.7
150 Dias (M150d) 145-150 Dias 225.6+ 3.4

MADRES

Determinacion del inicio de la gestacion

Las hembras fueron colocadas con machos para propiciar la copulacion, para determinar inicio de
gestacion se realiz6 frotis vaginal y fue analizado al microscopio. Se consideraron positivas las muestras
que mostraron presencia de espermatozoides o los animales que presentaron el tapon espermatico, este

dia fue considerado como inicio de gestacién (dia cero de gestacion).

Modelo de Restriccion.
La restriccion fue Unicamente proteinica y sélo durante el periodo de gestacion. Las dietas fueron
isocaldricas (3.8 Kcallg) y varian en el contenido de caseina: 20 % de caseina en la dieta control y 10% de

caseina en la dieta restringida (tabla 2).
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Tabla 2. Composicién de las dietas isocaléricas.

CONTROL caseina | RESTRINGIDA caseina
20% 10%
Caseina 20 10
L-cistina 0.3 0.15
Colina 0.165 0.165
Vitaminas 1 1
Minerales 5 5
Celulosa 5 5
Aceite 5 5
Almidén 31.76 37.34
Dextrosa. 31.76 37.34
Calorias totales 3.85 kcallg 3.85 kcallg

La dieta fue elaborada siguiendo la recomendacién del American Institute of Nutrition [89]. En este caso

el aceite de soya fue sustituido por aceite de maiz (Gloria, cornfuerte, S.A de C.V).

La mezcla de vitaminas (Teklad AIN-93VX TD94047) contiene: acido nicotinico, pantotenato de calcio,

piridoxina, tiamina, rivoflavina, acido folico, D-diotina, vitamina B12, DL a-acetato de tocoferol, vitamina A,

vitamina D3, vitamina K y sacarosa.

La mezcla de minerales (Teklad AIN-G-MX TD94046) contiene: calcio, potasio, sodio, magnesio, hierro,

zinc, manganeso,molibdeno, yodo, fosforo, cloro, azufre, cobre, niquel, vanadio y silicio.

Aceite de maiz fue comprado de la marca La Gloria, México D.F

Caseina libre de vitaminas y colina fue obtenida de Indianapolis, Indiana E.U. NP 160040

Las dietas fueron preparadas en la unidad de tecnologia de alimentos del INNSZ, en forma de galletas

duras para facilitar la alimentacién del animal.
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Asignacion de grupo y registro de peso

Los animales se seleccionaron al azar para formar dos grupos experimentales:

Grupo Control (C): alimentado con dieta control durante todo el periodo de gestacién.

Grupo Restringido (R): Alimentado con dieta restringida durante todo el periodo de gestacion.

Ambos grupos recibieron dieta control durante el periodo de lactancia.

La ganancia de peso materno fue registrada diariamente durante la gestacion y la lactancia hasta el dia 21

de la vida postnatal. La cantidad de alimento ingerido fue monitoreado diariamente.

Colecta de materia fecal y almacenamiento de las muestras.

En Los dias 10 y 19 de gestacion la materia fecal fue colectada por la mafiana entre las 9:00 y las 10:00h
directamente de la cama del animal en tubos de ensayo de 12x75. La cama fue aseada diariamente
después de la toma de muestra para asegurar que la materia fecal correspondia con el dia de la toma. Las
muestras fueron almacenadas en congelacion 4 °C hasta el dia de extraccion y andlisis. El criterio de
seleccion de muestras consistio en tomar heces firmes y secas de la cama, basado unicamente en que
para la preparacion del homogenizado de muestra la eliminacion digestiva se considera un acumulado real

de la hormona durante el dia.

Extraccion y cuantificacion de Corticosterona

Se seleccionaron las muestras de 20 ratas: 10 grupo control y 10 grupo restringido, tanto de las madres
de 70 dias como de las de 150 dias. La materia fecal fue sometida a un proceso de extraccion con metanol
absoluto. En tubos de centrifuga se colocé aproximadamente 0.6g de materia fecal de consistencia similar.
A cada tubo se afiadieron 4mL de metanol absoluto y se agito a 1000 rpm por un periodo de 12 horas. A

continuacién las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 15 min.

El sobrenadante fue depositado en tubos de 13x100 y se evaporé a sequedad. A continuacion, la muestra
fue re-suspendida en 3mL de solucion amortiguadora de albumina sérica bovina al 0.04% y se realiz6

radioinmunoanalisis.

Se utilizaron 50uL de muestra re-suspendida en amortiguador de albimina sérica bovina, por duplicado
para la cuantificacion de la corticosterona por RIA, utilizando un estuche comercial para corticosterona en
rata Coat-a-count (TKRC1) marca SIEMENS de Productos de diagnéstico.
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Fundamento RIA

La cuantificacion de pequefias cantidades de antigenos puede lograrse sin inconvenientes si estéan
marcados con atomos radiactivos. Utiliza una marcacion radioisotopica para discriminar entre el antigeno
unido al anticuerpo y antigeno libre. Se basa en el siguiente principio: una serie de tubos que contienen
una mezcla de anticuerpo y antigeno radiactivo en cantidad suficiente para saturar el 50% de los sitios de
combinacién, se le afiaden cantidades crecientes de antigeno sin marca. Habréa competencia por la
ocupacion de esos sitios. Se producira una caida secuencial del antigeno marcado combinado a lo largo de
la serie. Con los datos obtenidos puede graficarse el antigeno marcado combinado (escala lineal) versus
antigeno sin marca (escala logaritmica). Dentro de cierto rango la curva regresiva es lineal, lo que permite
por interpolacion de los resultados obtenidos en un ensayo similar con un antigeno sin marca de

concentracion desconocida, hacer su cuantificacion.

La base del RIA consiste en la inhibicién competitiva de la unién de un antigeno radiactivo (trazador) a su
anticuerpo especifico por parte del antigeno no marcado. El sistema radioinmunolégico descrito puede

esquematizarse con una interaccion reversible combinada:

Ag* — Ac-Ag’
Ac +

Ag <— Ac-Ag

Donde Ac representa el anticuerpo especifico; Ag* es el anticuerpo marcado (trazador) libre; Ag es al
antigeno libre no marcado de las soluciones patrones o de las muestras desconocidas; Ac-Ag* es complejo
soluble entre en anticuerpo y el antigeno marcado y Ac-Ag es el complejo soluble con el antigeno no

marcado.

El proceso obedece a la ley de accidn de masas y, ademas la distribucion del trazador dentro del antigeno
total es indiscriminable por medio del anticuerpo de modo que cuanto mayor sea la cantidad de antigeno
no marcado presente, menor sera la cantidad de trazador que se une al anticuerpo. Bajo este principio se
puede determinar la concentracidn del antigeno en muestras complejas de fluidos bioldgicos con suficiente
sensibilidad y especificidad [90].

_28-



Rosalinda Charco Fletes

Calculos
El ensayo radioinmunolégico produce resultados con unidades de ng/mL; como en este caso se analiza
materia fecal, es necesario hacer la conversion correspondiente a unidades de ng/g. Para ello primero se

obtiene el factor de dilucion de la muestra, por medio de la siguiente formula:

Factor de dilucién = mL de amortiguador de albumina sérica bovina.  =15.0 mL

(mL de metanol absoluto/ 0.05mL)

Donde usualmente son 3.0 mL de amortiguador de albumina sérica bovina y 4.0 mL de metanol. Los
siguientes 0.05mL correspondes a los 50uL de muestra utilizada para el RIA. Asi el factor de dilucion

correspondiente es 15mL.

A continuacion, los ng/mL obtenidos en el ensayo, se dividen entre los gramos de muestra iniciales y son

multiplicados por el factor de dilucion:

(ng/mL) (1/g de muestra) (15 mL) = ng/g

De esta manera los datos obtenidos son transformados de ng/mL a ng/g de muestra. Es importante
sefalar que esta conversion se realiza Gnicamente en muestras fecales, en muestras séricas no es

necesario realizar dicha transformacién puesto que no hay diluciones de por medio.

CRIAS

Mantenimiento postnatal
Al nacimiento se determinaron las medidas morfométricas de las crias. Se midié diametro abdominal y
cefélico, longitud corporal (talla), distancia ano-genital (lo que permiti6 la determinacion del sexo) y peso

corporal, este ultimo utilizando una balanza analitica.
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Las camadas fueron ajustadas a 10 crias, la ganancia de peso corporal fue registrada diariamente desde
el nacimiento hasta el dia 21 de lactancia, donde fueron separadas de su madre. Después de la lactancia
(dia 21 de la vida postnatal) fueron alimentados con dieta para mantenimiento y conservacién de roedores
(ziegler RQ-25). El acomodo consistio en grupos de cuatro ratas del mismo sexo por caja de acrilico, a

continuacion fueron pesadas cada 50 dias hasta los 350 dias de edad.

Parametros metabélicos

A los 220 dias de edad de los animales se obtuvieron muestras de sangre de la regién retro-ocular. La
sangre fue colectada en tubos de polietileno, centrifugada a 3500 rpm por 15 min a 4 °C para obtener
suero, el cual fue almacenado a 4°C hasta el dia de andlisis. Para cuantificar la concentracion de
corticosterona y leptina se utilizdé el método de RIA; triglicéridos y colesterol fueron determinados por

método colorimétrico.

Radioinmunoanalisis (RIA)

a) Leptina

Se utilizaron 100uL de suero para la cuantificacion de la hormona por RIA, mediante el uso de estuches
adquiridos de Linco Research, Inc. Missouri, E.U. estuche de leptina Cta. No. RL-83K, con rasgos de
sensibilidad de 1.1 a 2.3ng/mL, y de 3.8 a 7.9ng/mL. Los reactivos utilizados en cada estuche fueron
almacenados en refrigeracion (2°- 8°C). Las muestras fueron descongeladas minutos antes de comenzar el
RIA.

b) Corticosterona
Se utilizaron 50uL de suero para la cuantificacién de la hormona por RIA, utilizando el mismo esquema

que en la determinacion materna.
c) Triglicéridos y colesterol

La concentracion de colesterol y triglicéridos fue determinada enziméticamente por medio de Synchron CX

de autoanalisis.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de madres fueron promediados por grupo y la n corresponde a animales individuales, los datos
de crias de cada camada fueron promediados, en este caso el numero de datos (n) corresponde a
camadas, no a animales individuales. Todos los datos se presentan con media + EE. El analisis estadistico

fue realizado utilizando la prueba de t-test para las madres y ANOVA de 2 vias para crias con el programa
Sigma Stat. P<0.05 fue considerado significativo.
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RESULTADOS

EFECTO DE LA EDAD Y RESTRICCION PROTEINICA EN LA MADRE
Gestacion y Lactancia

De inicio a fin de la gestacion, no se apreciaron diferencias significativas en el peso corporal entre grupos
experimentales a la misma edad materna. Entre edades, al inicio de la gestacidn el peso corporal de las
madres de 70 dias fue significativamente menor con respecto a las madres de 150 dias. Al final del periodo
no hay diferencias en peso entre edades maternas. Durante la lactancia, no hay diferencias en el peso
corporal entre grupos experimentales de la misma edad materna. Entre edades, al inicio y fin de la

lactancia, el grupo control de madres de 70d es significativamente menor con respecto al control de madres
de 150d (figura 1, tabla 3).
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Figura 1. Peso corporal de la madre durante gestaciony lactancia.*P<0.05 Diferente de madres de M70d mismo grupo

experimental al inicio de la gestacion y en la lactancia.
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Tabla 3. Peso corporal de las madres en la gestacion y la lactancia.

M70d M150d

PESO GRUPOC | GRUPOR | GRUPOC GRUPOR

INICIO (g) | 195.4+7.4 | 200.746.5 | 226.2¢5.7* | 221.9+6.8"

GESTACION | FINAL(g) | 292.1£9.9 | 295.1£16.6 | 331.1£14.8 | 321.9+85
Ganancia de peso total en

gestacion (g 96.7+46 | 947+123 | 1049+105| 100.0+4.7

INICIO (g) | 217.948.0 | 226.4+9.3 | 245.2+8.6* 240.244.2

LACTANCIA | FINAL (g) | 222.2+3.6 | 228.8459 | 257.8+7.7* | 248.246.7

Tabla 3. Peso corporal de la madre durante gestaciony lactancia.*P<0.05 diferente de M70d en el mismo grupo experimental

al inicio de la gestacion y en la lactancia.

Ingesta de alimento materno.

Con respecto a la ingesta de alimento durante la gestacién, no se presentaron diferencias significativas
entre grupos experimentales y edad materna. En la lactancia, tanto las madres de 70 como las de 150 dias
ingieren mas alimento que en la gestacion, no encontrandose diferencias entre grupos experimentales de
la misma edad. Sin embargo, al analizar entre edades maternas, se encontré que las madres de 150 dias
tienden a ingerir mas alimento aproximadamente a partir del dia 9 de lactancia, es importante considerar
que a esta edad las crias ya comienzan a ingerir el mismo alimento que la madre. Al final de este periodo,
la ingesta del grupo control de M70d disminuye y es significativamente menor con respecto al de M150d
(Figura 2).
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Figura 2. Ingesta de alimento de la madre durante la gestacion y lactancia. *p<0.05 vs. M70d en la ingesta al dia 12 de

lactancia entre grupos experimentales. ** vs. Control M70d en la ingesta al dia 21 de lactancia.

Tabla 4. Ingesta de alimento materno duarente la Ultima semana de la lactancia.

MADRES DE 70d MADRES DE 150d
Dias de
lactancia | GRUPOC | GRUPOR | GRUPOC | GRUPOR
12 46.96 £ 3.3 | 40.70+54 | 51.30+4.8* | 58.80+9.1*
15 57.96+1.1 | 53.84+29 | 61.20+4.1 | 62.78+8.4
18 57.89+6.6 | 52.70+7.4 | 66.70+6.5 | 58.101+9.4
21 40.90+3.0 | 44.60+£3.5 | 68.5046.7** | 58.9248.1

Tabla 4. Ingesta de alimento materno al final de la lactancia.*P<0.05 diferente de M70d en el mismo grupo experimental. ** vs.

Control de M70d al dia 21 de lactancia.
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La concentracion de corticosterona en la materia fecal de la madre

Las concentraciones de corticosterona materna revelan que al dia 10 de gestacion, la restriccion
proteinica no genera alteracion alguna entre grupos experimentales a la misma edad. Sin embargo, la edad
es un factor importante ya que la concentracion es mayor en madres de edad adecuada para reproduccion
(M150d).

Al dia 19 de gestacion el efecto de la dieta se ve reflejado entre grupos experimentales de M70d, donde la
concentracion de la hormona en el grupo restringido es considerablemente menor. A la edad de 150 dias
no hay diferencia significativa. Al comparar entre edades maternas, es posible apreciar mayor
concentracion en el grupo control de las M70d con respecto a las M150d. Es evidente que la concentracién
de corticosterona aumenta del dia 10 al 19, lo cual es necesario para la maduracion de los érganos fetales
y ademas es un indicativo del aumento en el grado de estrés de la madre, debido a que en los ultimos dias

empieza su preparacion para el parto (figura 3).
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Figura 3. Concentracion de corticosterona en materia fecal de la madre. P <0.05 Letras distintas, indica diferencia entre grupos

experimentales a la misma edad materna. *Diferente M70d en el mismo grupo experimental.
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EFECTO DE LA EDAD MATERNA Y LA RESTRICCION PROTEINICA EN LAS
CRIAS MACHO

Medidas morfométricas al nacimiento de las crias
Al nacimiento se evaluaron los parametros morfométricos de las crias, el peso corporal entre grupos
experimentales de M70d no presenté diferencia, sin embargo en las crias del grupo restringido de M150 el
peso fue significativamente menor con respecto al control. Al comparar entre edades tanto grupo C como R

de las crias de M70d fue menor con respecto a las crias de M150d.

En cuanto a la distancia ano-genital (DAG), tanto grupo C como R provenientes de M150d presentan
mayor DAG con respecto a las crias de M70d. Al hacer la relacion DAG/peso (mm/g), en el grupo R la
relacion es mayor que en el grupo C tanto de crias de M70d (6.8% sin ser significativo), como en las crias
de M150d (27%). Entre edades maternas, esta relacién se encuentra mayor tanto en el grupo C como en
el R de M150d con respecto a los grupos de M70d. En el diametro cefalico y longitud (de la punta de la

nariz al inicio de la cola) no se observan diferencias grupos y edades experimentales.

Tabla 5. Medidas morfométricas de las crias macho al nacimiento

M70d M150d

CRIAS MACHO CONTROL RESTRINGIDO | CONTROL | RESTRINGIDO
PESO (g) 5.6+0.1 5.5+0.04 5.9+0.1a"* 5.0+0.22b*
DAG (mm) 3.3+0.1 3.4+0.1 3.7+0.02* 3.9+0.01*
DAG (mm/g) 0.58+0.008 0.62+0.01 0.63+0.03a 0.8+0.03b*
CEFALICA (mm) 11.3+£0.07 11.1£0.14 11.4+0.05 11.4+0.01
ABDOMINAL (mm) 12.3+0.08 12.1£0.06 12.4+0.06 12.3+0.05
CEF/ABD 0.92+0.01 0.91+0.01 0.92+0.005 0.92+0.004

LONGITUG (cm) 4.6+0.05 4.6+0.08 4.7+0.09 4.6+0.1

Tabla 5. DAG: distancia ano genital. p<0.05 letras distintas diferencia entre grupos experimentales de la misma edad materna.

*p<0.05 Diferente de crias de M70d en el mismo grupo experimental.
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Crecimiento hasta los 21 dias de la vida postnatal

Durante la lactancia, desde el nacimiento hasta los 21 dias de la vida postnatal, fue monitoreado el peso

corporal de las crias. El comportamiento entre grupos experimentales provenientes de la misma edad

materna fue muy similar, sin embargo al comparar entre edades maternas, las crias que provienen de

madres de 150d fueron significativamente mas grandes, lo que es un indicativo de la influencia de la edad

de la madre sobre el peso en los primeros dias de vida de las crias. Lo anterior se hace mas evidente en el

peso al final de la lactancia (dia 21), se observa que las crias provenientes de M150d fueron

considerablemente mas grandes que las que provienen de M70d, en ambos grupos experimentales

(figura 5).
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Figura 5. Peso de las crias macho a los 21 dias de la vida postnatal. &p<0.05 diferente de M70d en el mismo grupo

experimental.
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Crecimiento hasta los 220 dias de la vida postnatal

A los 220 dias de edad, el grupo R de crias de M70d es notablemente mayor en comparacion con el

grupo C. Por el contrario, en las crias de M150d el grupo R presenta una ganancia de peso corporal menor

con respecto al grupo C. Al hacer la comparacion entre crias provenientes de diferente edad materna, se

observé que el grupo C de M150d tiene una ganancia de peso corporal mayor que el grupo C de M70d. No

se encontraron diferencias entre grupos restringidos (figura 6).
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Figura 6. Crecimiento de crias macho hasta los 220 dias de edad. *p<0.05 diferente de M70d en el grupo control.
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Concentracion de leptina, triglicéridos, colesterol y corticosterona en suero de las crias macho a
los 220 dias de edad.

a) Concentracion de Leptina
La concentracién de leptina fue mayor en las crias provenientes de madres restringidas tanto de 70 dias
como de 150 dias. Al comparar entre edades maternas, las crias de M70d presentaron mayor
concentracion de leptina tanto en el grupo control como en el restringido con respecto a los grupos de
M150d. (figura 7).
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Figura 7. Concentracion de Leptina en crias macho a los 220 dias de edad. P<0.05 Letras distintas, indica diferencia entre

grupos experimentales a la misma edad materna. * p<0.01 diferente de crias de M70d en el mismo grupo experimental. n=5-6
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b) Concentracion de Triglicéridos y Colesterol

La restriccion proteinica no modificé la concentracién de triglicéridos y colesterol entre grupos
experimentales a la misma edad materna. Sin embargo la edad materna aparece como un factor

importante en esta determinacion, ya que es evidente que la concentracion fue mayor en crias de ambos

grupos provenientes de madres de 70 dias (figura 8).
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Figura 8. Concentracion de triglicéridos y colesterol de crias macho a los 220 dias de edad. *p<0.001 diferente de crias de M70d

en el mismo grupo experimental. n=5-6
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c) Concentracion de corticosterona

En cuanto a la concentracion de corticosterona en suero, no hay diferencias entre los grupos
experimentales de M70d; sin embargo, es evidente que el grupo R de M150d presenté concentracion
significativamente menor con respecto al grupo C. Al comparar entre grupos de crias provenientes de
madres de diferente edad, las crias de M70d mostraron mayor concentracion de corticosterona en

comparacién con las de M150d, encontrandose diferencia significativa sélo en los grupos restringidos
(Figura 9).
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Figura 9. Concentracion de corticosterona de crias macho a 220 dias de edad. P<0.05 Letras distintas, indican diferencias entre

grupos experimentales a la misma edad materna, *Diferente de crias de M70d en el mismo grupo experimental.
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Crecimiento de las crias a los 350 dias de edad.

A los 350 dias de edad, el grupo R de M70d es notablemente mas grande en cuanto al peso corporal en
comparacion con el grupo C. Por el contrario, en las crias de M150d el grupo R presenté una ganancia de
peso corporal menor con respecto al grupo C. Al hacer la comparacion entre grupos de crias de diferente
edad materna, se observé que hasta los 220 dias de la vida postnatal no existen diferencias en la ganancia

de peso corporal, sin embargo si la hay a los 350 dias de edad.

En el peso corporal al dia 350 de la vida postnatal, existio diferencia considerable tanto entre grupos
experimentales como entre edades maternas. En este caso se observd que las crias del grupo R de M70d
tuvieron mayor peso comparadas con el grupo C; en cambio, en las madres de 150d el grupo R fue de
menor peso que el C. Al comparar entre edades, el dato interesante es que el grupo R proveniente de
madres en crecimiento (M70d) tienden a recuperar el peso mas rapidamente que las crias que provienen

de edad adecuada para reproduccion (M150d) (figura 10).

70d 150d
Figura 10. Peso de las crias macho a los 350 dias de edad. P<0.05 Letras distintas indican diferencia entre grupos

experimentales a la misma edad materna. 1 diferente del grupo R de M70d.*P<0.01 diferente del grupo C de M70d.
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DISCUSION

Actualmente existen estudios de programacion donde se utilizan como modelo experimental animales que
son sexualmente reproductivos, pero aun estan en crecimiento a edades como 65 dias de edad (William D.
Rees), 75 dias (Langley- Evans SC, Elmes MJ), y otras adultas de 120 dias (Taylor PD) 150 dias de edad
(Burdge GC) e incluso de mayor edad. La edad es un factor que puede alterar la respuesta de la madre y
del feto debido a la competencia de nutrientes, ademéas del tipo de cepa de la rata y la diferencia en la

calidad nutricional de la dieta.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el impacto de la edad y la restriccion proteinica materna
sobre el grado de estrés tanto en madres como en crias, asi como las alteraciones en el crecimiento y

metabolismo de la progenie en la vida postnatal.

Con base en los resultados obtenidos en nuestro estudio, se puede apreciar que la edad materna aunada
con restriccion proteinica genera determinado grado de estrés en la madre, el cual probablemente
repercute en el desarrollo, crecimiento y metabolismo de las crias durante el periodo de lactancia y a lo

largo de la vida.

Durante la gestacion, las madres alimentadas con la dieta restringida mantuvieron el peso corporal menor
con respecto al grupo control, sin ser significativo en ambas edades maternas. A pesar de que la ingesta
de alimento fue muy similar en ambos grupos, la calidad nutricional de la dieta no es la misma, lo cual
también se ve reflejado en el feto, quien tiende a limitar el uso de nutrientes y a disminuir su metabolismo

como un mecanismo de adaptacién a la falta de proteinas [28].

Los glucocorticoides, son hormonas esteroides producidas predominantemente por la glandula adrenal y
son mediadores clave de las respuestas de estrés [51]. En ratas, elevado nivel de glucocorticoides
prenatales es asociado con crecimiento retardado, bajo peso al nacimiento [62] y alteraciones en la
regulacién del eje HHA [63, 91]. Existen estudios que demuestran que el incremento en su concentracion
esta relacionado con la predisposicion de las crias a problemas de salud como hipertension, diabetes y
disfuncion reproductiva en la vida adulta [51], incluso ha sido asociado con problemas de conducta y
aprendizaje [92].
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La maduracién adrenal puede ser regulada por el estado nutricional materno durante la gestacion [93].
En el andlisis de los glucocorticoides, Fernandez-Twinn [94] encontrd que la concentracién de
corticosterona tanto en la circulacién materna como fetal no es afectada por la restriccién proteinica
materna (restriccion =60% de proteinas), lo que sugiere que cambios en la concentracién de
glucocorticoides maternos no juega un papel directo en la programacion en este modelo de restriccion. Por
otro lado, Zambrano E [95], demostrd en ratas al dia 19 de gestacidn un incremento en la concentracion de
corticosterona en el suero de madres restringidas, atribuyendo tal aumento al estrés generado por la
restriccion proteinica. En nuestro estudio, se utiliz6 materia fecal de la madre para determinar la
concentracion de corticosterona presente en cada grupo experimental, con la finalidad de validar y
estandarizar un método no invasivo y evitar un estrés adicional a la madre durante la gestacion al momento
de toma de muestra, ademas de que se ha encontrado que para anticuerpos de cortisol y corticosterona, el
metabolito fecal correlaciona positivamente (r=0.552, p<0.03, n=16) con la concentracion en suero [72]. Por
lo anterior, podemos establecer que los resultados de nuestro método son validos; obteniendo que al dia
10 de gestacion no se presentaron diferencias en la concentracion de corticosterona fecal entre grupos
experimentales, tanto de madres de 70 como de 150 dias; sin embargo, al dia 19 de gestacidn fue evidente
que en el grupo control de M70d la concentracidén de corticosterona fue mayor con respecto al grupo
restringido, no encontrandose diferencia entre grupos de madres de 150 dias. Estos resultados se pueden
atribuir al método de obtencion de muestra, puesto que a pesar de encontrarse correlacion positiva entre
suero y materia fecal, sin duda la obtencidn de suero implica manipulacién del animal ocasionando asi un
estrés adicional al de la dieta restringida en proteinas, mientras que la materia fecal es considerado un

método no invasivo y un acumulado real de la hormona circulante en el animal durante el dia ([75], [72]).

Al nacimiento, el primer parametro evaluado en las crias fue el peso corporal. En varios modelos de
estudio sobre restriccion proteinica, el peso al nacimiento de crias provenientes de madres restringidas es
usualmente bajo ([96]; [97]; [26], [98], [82]) sin embargo, algunos estudios reportan incremento en el peso
al nacimiento [54] o ningun efecto por la restriccion [97]. El peso al nacimiento, es un indicador del
compromiso del desarrollo, ya que los mamiferos en desarrollo van a reclutar mecanismos adaptativos
para proteger el crecimiento, especialmente de 6rganos vitales durante el desarrollo [99]. El bajo peso al
nacimiento es asociado con incremento en el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular y diabetes tipo
[1 [100]. Nuestros datos indican que el peso corporal al nacimiento de las crias procedentes de madres
restringidas fue menor en comparacion con el control. Es evidente que la madre de 70 dias provee a sus
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crias de mayor cantidad de nutrientes, lo que genera mayor peso al nacimiento en comparacion con el
grupo restringido de crias de M150d, lo cual se debe a que el feto capta la mayoria de los nutrientes para

satisfacer sus necesidades, a expensas de la madre quien probablemente frene su propio metabolismo.

Otros parametros evaluados al nacimiento fue la DAG en las crias macho, parametro considerado como
marcador de diferenciacion sexual al nacer [99], didmetro cefalico, abdominal y longitud corporal (talla).
Zambrano E [95], demostrd incremento en la distancia ano-genital de crias macho provenientes de madres
restringidas, este pardmetro es normalmente regulado por testosterona y puede ser usado como un
marcador de exposicion fetal a androgenos. El incremento de la concentracion tanto de esteroides
maternos como de andrdgenos que pueden atravesar la placenta puede contribuir al incremento en la
distancia ano-genital de las crias de madres restringidas. En este caso, encontramos mayor distancia ano-
genital en crias provenientes de grupos restringidos de ambas edades maternas, lo que puede ser un

indicativo del efecto de la restriccidn proteinica materna sobre este parametro en las crias.

Algunos investigadores relacionados con esta area, han propuesto que proveer nutricion adecuada a un
grupo de crias de bajo peso al nacimiento como producto de la restriccion proteinica materna, genera
ganancia recuperada de peso corporal en la vida postnatal ([95]; [97]), lo que corresponde con la hipétesis
de que el desarrollo de la programacion es consecuencia de falta de coincidencia entre el ambiente visto
durante el periodo de desarrollo de la plasticidad y el ambiente maduro, la desnutricidn materna ha
indicado al feto un ambiente pobre de nutrimentos tanto actual como futuro, pero la ingesta de dieta normal
después de la lactancia crea severas incongruencias metabdlicas en la cria [101]. En este caso, las crias
de madres de 70 dias presentaron menor peso corporal al dia 21 de lactancia con respecto a las crias
provenientes de madres de 150 dias de edad en ambos grupos experimentales, lo que nos indica que la
edad materna tiene un impacto directo sobre el crecimiento del individuo. Durante la lactancia, las crias
continuan su crecimiento y algunos dérganos contindian su desarrollo, de tal forma que el estado nutricional
durante el periodo de réapido desarrollo puede alterar de forma irreversible el tamafio de algunos érganos
[102].

Se ha propuesto que la discrepancia entre el ambiente intrauterino y postnatal ocasionan fenotipos mal
adaptados debido a respuestas adaptativas predictivas generadas durante el desarrollo fetal que no
coinciden con el ambiente postnatal esperado [103]. De acuerdo con esta hipdtesis, nuestro estudio
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esperaba que cada grupo experimental presentara alteraciones fenotipicas y funcionales distintas debido al
tratamiento especifico de cada uno. De este modo, el grupo restringido adquirié adaptaciones en la vida
fetal para un medio adverso y se prepar6 para é€l, sin embargo, en la vida postnatal crecié en un medio
distinto para el cual no estaba programado, es decir, en medio de abundancia de nutrimentos. Como
resultado, el grupo restringido proveniente de madres de 70 dias de edad presento una ganancia de peso
corporal considerablemente mayor que el control a los 350 dias de edad, ya que los mecanismos
adaptativos desarrollados no fueron adecuados y las alteraciones fisiologicas pueden influir en su
metabolismo. En cambio, en las crias restringidas de madres de 150d se observa que el peso se mantiene

menor con respecto al control a lo largo de la vida del animal.

Uno de los mayores problemas de salud publica es la obesidad, generalmente asociada a otras
enfermedades tales como hipertension, diabetes mellitus, hiperlipidemia y enfermedades cardiacas. El
tejido adiposo se considera como la base celular de la obesidad, es una glandula capaz de producir gran
cantidad de péptidos y metabolitos asociados al control de la masa corporal asi como al control de la
respuesta inmune [104]. Una de las moléculas de mayor investigacion en los Ultimos afios y que esta
involucrada con ambos sistemas es la hormona leptina. El transporte y metabolismo de la glucosa, son
factores importantes en el control de la expresién y modulacién de la leptina, la insulina estimula la
utilizacién de glucosa por los adipocitos, por lo que el mecanismo por el cual la concentracion en suero de
leptina disminuye con el ayuno prolongado, puede ser la disminucion de la absorcion de glucosa por el

tejido adiposo [105].

Los parametros metabdlicos aqui presentados corresponden a los 220 dias de edad en crias macho; se
determinaron con la finalidad de analizar el efecto de la restriccion proteinica y edad materna en la vida
adulta de la rata. Debido a que el peso es a veces un pobre marcador del metabolismo, se evalu6 la
concentracion de leptina como marcador indirecto del grado de adiposidad, ademas de la concentracion de
triglicéridos, colesterol y corticosterona como posibles indicativos de algun tipo de alteracion metabdlica.

La desnutricion materna durante la gestacion genera en las crias obesidad, hiperinsulinemia e
hiperlipidemia en la vida adulta, particularmente si estas ingieren dieta alta en grasa en la vida posnatal
[82]. La concentracion de leptina en plasma aumenta con el aumento de peso corporal y disminuye con la
pérdida del mismo, consistente con el papel de la leptina como sefial de almacenamiento de tejido adiposo
[106]. Asi, la leptina se considera una hormona anti-obesidad que previene el almacenamiento de exceso
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de tejido adiposo por retroalimentacion del hipotalamo para reducir la ingesta de alimento e incrementar el

gasto de energia [107].

Bautista CJ (2008),demostro retraso en el punto de concentracion méaxima de leptina en la vida neonatal
en las crias provenientes de madres restringidas, el cual se presenta de forma normal alrededor de los dias
12-14 de lactancia, y que juega un papel central en la maduracidn del centro hipotalamico de apetito. La
leche que secretan las madres en la lactancia, puede contener hormonas reguladoras del apetito y la
saciedad, las cuales son transferidas a las crias. La alta o0 baja concentracion de leptina llega al torrente
sanguineo de la cria y actua a nivel hipotalamico, lo que causa disminucion de la ingesta de alimento y
aumento del gasto energético de crias cuyas madres fueron alimentadas con dieta restringida durante la
lactancia, lo que se ve reflejado en el bajo peso corporal respecto al grupo control. Se ha reportado la
disminucion de leptina en suero de crias de madres sometidas a restriccion proteinica durante la lactancia
alos 12 y 21 dias de edad. A partir del final de la lactancia, la concentracion de leptina aumenta con la
edad ([108],[80]). Un analisis de composicion corporal al dia 25 de la vida postnatal demuestra que la
mayor cantidad de grasa corporal y concentracion de leptina fue vista en el grupo restringido [20]. Con
base en nuestros resultados, la leptina en machos provenientes de madres restringidas mostré incremento
en la concentracidn con respecto al control a los 220 dias de edad a ambas edades maternas

experimentales.

Bautista CJ (2008), Encontré también que las crias de madres restringidas en la gestacidn pueden llegar
a ser obesas, lo que indica que los efectos del ambiente de desarrollo durante la gestacion son modificados
aun mas por el nivel de nutricion disponible durante la lactancia. Nuestros resultados revelan que las crias
provenientes de madres restringidas no siempre tienen este comportamiento en cuanto al peso corporal, ya
que en este caso las crias del grupo restringido provenientes de madres de 70 dias de edad fueron de
mayor peso corporal con respecto al control, mientras que en las crias restringidas madres de 150 dias se
observo lo contrario, presentaron menor peso corporal en comparacion con el control. Lo anterior
demuestra que la edad materna es un factor importante en la programacién del desarrollo de obesidad del
individuo, lo que se comprueba al comparar la cantidad de grasa abdominal de los grupos, siendo mayor

en el grupo restringido que en el grupo control de madres de 70d.
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El tejido adiposo juega un papel crucial en la regulacion de la homeostasis de la grasa del cuerpo. En
periodo de abundantes calorias, en los almacenes de acidos grasos libres en forma de triglicéridos por la
esterificacion del glicerol y liberacion nuevamente en la circulacidn en etapas de poca energia [106]. En
ovejas se ha reportado que la restriccion de nutrientes maternos durante el final de la gestacion, que
corresponde a la etapa en que de forma paralela se presenta el maximo crecimiento fetal y aumento de los
depositos de grasa, resulta en reduccion de tejido adiposo en las crias [109], experimentos de restriccion
de crecimiento placentario resultan en bajo peso al nacimiento, rapido crecimiento postnatal temprano e
incremento de tejido adiposo de las crias a las 6 semanas en ovejas [109]. En nuestro caso, no se
observan cambios en la concentracion de triglicéridos y colesterol, sin embargo se observa un impacto
generado por la edad materna, donde las crias que provienen de madres aun en crecimiento presentan

mayor concentracion tanto de triglicéridos como de colesterol.

En humanos, se ha demostrado que la disminucién de la concentracién de cortisol materno puede causar
crecimiento intrauterino retardado, lo que lleva a bajo peso al nacimiento ([110, 111]) de la misma manera
que lo demostrado con el exceso de glucocorticoides. En animales, la remocion de glucocorticoides
maternos por adrenalectomia lleva a ciertas consecuencias en las crias, algunas de las cuales son
similares a las observadas en crias expuestas a elevados niveles de glucocorticoides maternos en utero.
Por ejemplo, en crias recién nacidas de madres con adrenalectomia se ha reducido el peso corporal [112],
y estas crias tienden a presentar valores altos de corticosterona en plasma en comparacién con el control
en la vida adulta ([113], [70]).

En el analisis de glucocorticoides en crias, nuestros datos revelan que la concentracidn de corticosterona
materna no aumenta en el grupo restringido a ninguna edad, por el contrario disminuye en M70d al dia 19
de gestacion, por lo que la baja concentracion de corticosterona materna puede desempefiar un papel
determinante en el peso al nacimiento de las crias, asi la dieta restringida y la edad de la madre pueden
ser responsables del grado de estrés materno y por consiguiente del crecimiento disminuido al nacimiento
de las crias con respecto al grupo control, puesto que tanto en crias restringidas de M70d como de M150d
el peso al nacimiento fue menor a pesar de que la diferencia no se considera significativa en crias

provenientes de madres de 70 dias.
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Existe informacion escasa acerca de la evaluacion los niveles de corticosterona en gestacion temprana
(equivalente al primer trimestre en humano), tanto en madres como en crias, ya que la mayoria de los
estudios van enfocados unicamente a los efectos generados en las crias. Por esta razén se evalu6 también
la concentracion de corticosterona en crias macho a los 220 dias de edad (adultos), encontrandose que las
provenientes de madres de 70 dias no se hubo diferencias entre grupos experimentales, sin embrago las
crias restringidas de M150d tuvieron significativamente menor concentracién con respecto a los grupos
control. Estos datos sugieren que la programacion del eje Hipotalamo-hipéfisis-adrenal en crias de madres
de menor edad puede no ser afectada por la restriccion proteinica materna. Existen estudios que
demuestran que disminucidn de glucocorticoides maternos programa el desarrollo del eje HHA y depresion
en conducta en una manera sexualmente dimorfica [70]. Resultado que se puede comprobar realizando

estudios de aprendizaje y conducta en crias durante diferentes etapas del crecimiento.
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RESUMEN DE RESULTADOS

-La restriccion proteinica durante la gestacion provoca disminucion de la concentracion de corticosterona

en madres de 150 dias, pero la aumenta en madres aun en crecimiento (M70d).

-En las crias, la restriccion proteinica en la madre aun en crecimiento (M70d) repercute en el bajo peso al
nacimiento y alteraciones en la distancia ano-genital, ademas tiene efectos en la regulacion de la leptina,
causando mayor concentracion de la misma lo que puede estar relacionado con modificaciones en el

apetito y el desarrollo de obesidad en la vida adulta.

-La madre aun en crecimiento (M70d) genera aumento en la concentracién de triglicéridos y colesterol en

crias, lo que puede estar relacionado con el desarrollo de obesidad.

-La restriccion proteinica materna genera aumento en la concentracion de corticosterona en crias
provenientes de madres en crecimiento (M70d), lo cual puede repercutir en el desarrollo y funcionamiento

del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal, y generar posibles alteraciones en aprendizaje y conducta.

CONCLUSION
La restriccion proteinica  durante  la  gestacion de  una rata aun  en
crecimiento (M70d) produce mayor grado de estrés en la madre e incrementa el desarrollo de alteraciones

metabodlicas en la vida adulta
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