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1. RESUMEN

Introduccién. “La hipétesis de los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad” propone que la
desnutricion fetal desencadena adaptaciones endécrinas que cambian la morfologia, fisiologia y el
metabolismo. Por ello la madre debe nutrirse para proporcionar los elementos necesarios a su crio via
placentaria en la gestacion o por medio de la leche en la lactancia. Los acidos grasos poliinsaturados (AGPIs)
y acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPIs-CL) como el araquiddnico (AA) y docosahexaenoico
(DHA) son necesarios para la cria ya que favorecen su desarrollo. Estos son sintetizados por las desaturasas
(A5D y A6D) y elongasas (ELOVL 2 y 5) en higado y glandula mamaria (GM) materna. Por otro lado, la
ingesta de alimento y el gasto de energia de la madre es regulada por la leptina, la cual, esta relacionada
positivamente con los depésitos grasos de la madre. Objetivo: Se investigd el efecto de la dieta baja en
proteina durante la gestacion y la lactancia, en la sintesis de enzimas que forman los AGPIs-CL en el higado
y GM materna y la produccion y composiciéon bioquimica de la leche, finalmente determinamos parametros de
desarrollo en las crias. Métodos: Se emplearon ratas Wistar alimentadas con dietas isocal6ricas con
contenido proteinico normal (C) 20% caseina o restringido (R) 10% caseina. Los grupos experimentales
fueron control (C) durante gestaciéon y lactancia y restringida (R) en ambos periodos. A 6, 13 y 20 dias de
lactancia (dL) se extrajo la leche y a 7, 14 y 21 dL se determiné la produccion. A 19 dias de gestacion (dG) y
7,14 y 21 dL obtuvimos el higado y GM materna. Tanto a los 6rganos como a las leches se les determin6 la
grasa total por el método de Folch y la cromatografia de gases se us6 para determinar el contenido de
AGPIs-CL. Se utilizé RT-PCR para la expresion de A6D y A5D y ELOVL 2 y 5 y el analisis de las proteinas
por Western Blot. La morfometria de la GM, se evalud, con la tincidon de H&E y se usé el programa Leica
Q500W para su analisis, los parametros bioquimicos en suero por método enzimatico y la leptina e insulina
por RIA. A los fetos de 19 dG se les extrajo el higado y cerebro y se determiné la grasa total y a las crias de
7,14y 21 dL, se les tomo el peso corporal y el de sus 6rganos. Los resultados se expresaron como la media
+ EE, "t" de Student, *p<0.05. Resultados: El peso materno no tuvo cambios durante la gestacién, sin
embargo, la composicién de AA y DHA en el higado y GM fue menor en el grupo R a 19 dG, y en la
diferenciacion de la GM esta fue menor en R. Durante la gestacion los triacilglicéridos se incrementaron tres
veces mas en ambos grupos comparados con ratas virgenes y la leptina fue mas alta en R vs C, sin embargo
la ingesta de alimento no mostré diferencias entre grupos a esta edad. Las desaturasas y elongasas tuvieron
menor expresion en R comparadas con C. En la lactancia la leptina fue mas alta que en la gestacién en
ambos grupos y a partir de 9 dL se observdé menor ingesta en R. Los cambios en la ingesta de alimento
durante la lactancia, sin relacién con la leptina, nos muestra que los procesos de regulacion de apetito
probablemente tengan mecanismos alternos que intervengan con la secrecién de la hormona a la circulacion
materna. El desarrollo mamario fue menor en R a 7 y 14 dL lo que afect6 la composicion de leche a 14 y 21
dL esto sugiere que la restriccion proteinica en algun periodo del desarrollo juega un papel importante en el
establecimiento de la GM, afectando la produccién de leche, ya que a 13 y 20 dL la madre R produce menos,
lo que repercute en la cria ya que esta consume menos componentes grasos y menos AA y DHA, por lo que
esto afecta la ganancia de peso de la cria y el de sus 6rganos ya que las crias provenientes de madres R
tuvieron menor peso tanto corporal como del higado y cerebro. Conclusiéon: los siguientes resultados
sugieren, que la restriccidn proteinica, afecta la biosintesis de los acidos grasos maternos, el desarrollo y
funcién mamaria, esto afectd el peso corporal y el contenido AA y DHA en el cerebro de los fetos de 19 dG,
los cuales son responsables de la maduracion y desarrollo final del sistema neuroldgico y corporal de la cria.
La menor ganancia de peso persistié6 aun hasta el dia final de la lactancia, lo cual indica que una menor
suplementacién de AA y DHA en la leche materna por la restriccion proteinica, afecta la ganancia de peso de
la cria, debido a la menor produccién materna, pero también por su menor consumo por parte de la cria, lo
que probablemente tenga injerencia en los mecanismos de aprendizaje y respuesta temprana de las mismas.







2. ABSTRACT

Introduction: "The hypothesis of developmental origins of health and disease" proposes that fetal
malnutrition triggers endocrine adaptations that change the morphology, physiology and metabolism.
Thus the mother must be nurtured to provide the necessary elements to their fetus through the
placenta or to their baby through breast milk. Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) and Long Chain
Polyunsaturated Fatty Acids (LC-PUFAs) like arachidonic acid (AA) and docosahexaenoic acid
(DHA) are needed to finish the baby development and organ maturation. These are synthesized by
desaturases (A5D and A6D) and elongases (ELOVL 2 and 5) in liver and lactating mammary gland
(MG). Furthermore, food intake and energy expenditure of the mother is regulated by leptin, which is
positively related to the mother's fatty deposits. Objective: We evaluated the effect of low protein
diet during pregnancy and lactation, in the synthesis of enzymes that produce LC-PUFAs in the liver
and lactating MG and analyzed the milk biochemical production and composition, finally we
determined development parameters in the offspring. Methods: Wistar rats were fed isocaloric diets
with normal protein content (C) 20% casein or restricted (R) 10% casein. The experimental groups
were control (C) during gestation and lactation and restricted (R) in both periods. Maternal milk
production was measure at 6, 13 and 20 days of lactation (dL). In other hand, at 19 days of gestation
(dG) and 7, 14 and 21 dL the maternal liver, MG and milk only during lactation was obtained to
analyze total fat and percentage of LC-PUFAs by gas chromatography. RT-PCR was used to
measure ASD, A6D and ELOVL 2 and 5, and confirmed by Western Blot. The morphometric analysis
in MG was evaluated by H&E staining and counted by Leica Q500W software. Biochemical
parameters in serum were determined by enzymatic method and insulin and leptin by RIA. At 19 dG
fetuses were weighted and liver and brain were obtained to determine total fat. At 7, 14 and 21 dL,
pups, liver and brain were weighted. The result was expressed by mean + SEM, “t” Students, *p <
0.05 vs C Results: The maternal weight did not change during pregnancy. However, at 19 dG the
composition of AA and DHA in liver and MG decreased in R vs C, the MG differentiation were lower
in R group at 19 dG comparison with C. During pregnancy triacylglycerol increased three times in
both groups compared with virgin rats, and leptin was increased in R group vs C not having
correlation with food intake because between groups they were not different. The desaturase and
elongase had lower expression in R compared with C. In lactation period leptin was higher than
gestation in both groups and from 9 dL was observed in R group lower intake, this changes in food
intake during lactation, unrelated to leptin, showed that the appetite regulation processes had
alternative mechanisms were probably involved in the secretion of the hormone into the maternal
circulation. MG development were lower in R group at 7 and 14 dL suggesting that the protein
restriction in some period of development, plays an important role in the establishment of MG, this
negative effect alters the composition of milk and correlated with milk production, because at 13 and
20 dL R mother produces less milk. This deleterious condition affects pups fatty acid intake and AA
and DHA intake, having negative consequences in gain weight and also liver and brain weight in
pups from R mothers. Conclusion: These results suggest that protein restriction affects the
maternal fatty acid biosynthesis and mammary gland development and function, this negatively
condition alters the fetus weight and the content of AA and DHA in fetus brain at 19 dG. The lower
weight gain persisted even until the end of lactation, indicating that lower AA and DHA
supplementation on breast milk from maternal protein restriction affects weight gain of offspring, due
to reduced maternal production but also for their lower consumption by breeding, which probably
have interference in the mechanisms of learning and early response from them.
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3. INTRODUCCION

Una adecuada y correcta alimentacion es fundamental en todos los momentos biologicos del ser
humano, sin embargo, adquiere singular importancia en el embarazo (1) y la lactancia, debido a la
formacion y desarrollo de un nuevo ser, el crecimiento y maduracion del crio esta determinado por la
conducta nutricional materna y el adecuado aporte de estos componentes (2, 3).
Desafortunadamente los trastornos nutricionales son muy comunes durante este periodo de la vida,
ya que la mujer cubre antojos y no necesidades nutricias, de tal forma que en algunos casos, no
puede satisfacer los requerimientos nutricionales necesarios para esta etapa y llega a ser tan
comprometedor cualquiera de estos trastornos alimenticios en estos momentos, porque no sélo
tiene consecuencias en la madre, sino porque repercute directamente en los mecanismos de
division y proliferacion celular del embrion en desarrollo que daran origen a los 6rganos y sistemas
del nuevo individuo (4); por lo tanto, condiciones ambientales desfavorables durante este periodo
del desarrollo, predispondran a la progenie a desarrollar enfermedades en la vida adulta
principalmente vinculadas con el sindrome metabdlico, resistencia a la insulina, metabolismo de
glucosa, obesidad, hipertension y dafio vascular (3, 5, 6).

La evidencia cientifica en animales de experimentacion durante el desarrollo, ha comprobado que la
adaptacion y diferenciacion de 6érganos maternos, como la placenta y glandula mamaria (GM) es
crucial, ya que por medio de ellos el aporte de nutrimentos al crio se ve eficiente o negada (7),
ejemplo de ello es cuando la madre consume bajas concentraciones de acidos grasos poli
insaturados (AGPIs), su transporte y biosintesis a AGPIs de cadena larga (AGPIs-CL), se ve
afectada, por tanto, esto provoca estrés y ansiedad en la madre durante la gestacién (8) y en el caso
de su crio en los primeros dias de vida extrauterina desarrollara retinitis pigmentosa (9), dermatitis
atopica (10, 11) y en la vida adulta, enfermedad de Alzheimer, Parkinson (12, 13), cancer (14),

diabetes (10, 15), problemas cardiovasculares (16), trastornos hiperactivos y esquizofrenia, entre

otras enfermedades (16-19).

Esta informacidén nos permite establecer que la cantidad y la calidad de los AGPIs que ingerimos a
diario juegan un papel importante en nuestro organismo, sin embargo, durante el desarrollo se ha
probado tanto en nifios como en roedores lactantes que el sistema metabdlico es todavia inmaduro,
por lo que la ingesta de estos componentes a partir de suplementacion o dieta no es posible, por
ello, la madre es la unica fuente de administracion de estos compuestos al crio a partir de la leche,
su presencia en el organismo permite al producto el desarrollo de la habilidad para aprender,




comunicarse, pensar analiticamente, socializarse efectivamente y adaptarse a nuevos ambientes y

personas (4, 13).

3.1 Programacion del Desarrollo

Investigaciones cientificas tanto en humanos como en animales de experimentacion, han
demostrado que la salud esta intimamente relacionada con la calidad de vida en las primeras etapas
del crecimiento. El ambiente perinatal suboptimo puede programar la predisposicion para el
desarrollo de enfermedades crénicas, incluyendo la alteracién del metabolismo de carbohidratos y
de lipidos (20-24). Esto se fundamentaba en algunos estudios que se centraban en asociar
determinados patrones de crecimiento intrauterino a enfermedades especificas del adulto (25). Asi,
la combinacion de una placenta grande y un recién nacido pequefio (26, 27) son marcadores de
riesgo de hipertension, mientras que el bajo peso al nacimiento es un predictor mas potente de
resistencia a la insulina (28, 29). La idea de que la nutricion fetal podia tener efectos a largo plazo
inquietaba al ambiente cientifico, por lo que surgen los primeros estudios clasicos de Widdowson y
McCance en diferentes modelos animales, los cuales mostraron que aquellos que tenian bajo peso
al nacimiento, no llegaban a alcanzar el tamafo de sus congéneres nacidos con peso normal,
incluso ni al llegar a la madurez (30, 31), la disminucién en el numero de células de algunos
organos, seria la explicacion de este fendbmeno.

Otras aportaciones llevadas a cabo respecto a este fendmeno, fueron basadas en observaciones
epidemioldgicas, realizadas por la aparicidén de obesidad y problemas metabdlicos, principalmente
relacionados con diabetes mellitus e hipertensiéon en individuos concebidos durante el Invierno de
hambre Holandés, tal como se le conoce al periodo de hambruna ocurrido durante la ocupacién
alemana de los paises bajos durante la Segunda Guerra Mundial, de noviembre de 1944 a mayo de
1945. Durante estos seis meses, las raciones de alimento se redujeron de 1800 Kcal/dia a 600
Kcal/dia y posteriormente al terminar la invasion, aumentaron a 1700 Kcal/dia; asombrosamente el
peso de estos sujetos restringidos no parecié afectado por dicho “reto” en su desarrollo, por la etapa
de exposicion a esta grave situacion, en especial de los dos primeros trimestres de la gestacion, si
no que fue hasta la adultez temprana, donde se encontré una clara relacién con el peso de estos
individuos y la nutricibn deficiente durante los primeros meses del embarazo, ya que ellos
presentaron un riesgo dos veces mayor de sufrir problemas metabdlicos en la vida adulta (32). Esta
informacion, no quedaba clara en ese momento y fue hasta 1986 cuando el Dr. David Barker de la

Universidad de Southampton, Inglaterra, propuso la idea de una correlacién entre el bajo peso al
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nacimiento y el riesgo a enfermedades coronarias en la vida adulta (33). Este fue el inicio de varios
estudios epidemiolégicos y con modelos animales, encaminados a identificar la relacidbn que existe
entre la talla y peso del neonato con la hipertensién arterial, enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares, obesidad, dislipidemias e intolerancia a la glucosa (34-36). Entonces surge el
término: “hipdtesis en los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad (DOHaD)”, por sus
siglas en inglés, antes conocido como “programacién del desarrollo”, que propone que la fisiologia y
el metabolismo fetal y neonatal pueden ser alterados por cambios durante una ventana de tiempo
critica del desarrollo, como la gestacion y la lactancia. Estas alteraciones generan una respuesta
fisiolégica permanente en el feto que se asocia con el desarrollo de enfermedades en el adulto (5,
37, 38).

El feto metabolicamente programado presenta modificaciones permanentes en la estructura y
fisiologia de 6rganos, asi como alteraciones en la expresion de genes involucrados en su propio
metabolismo, por lo que el fenotipo del adulto es la suma de los factores genéticos, asi como de la
influencia del ambiente fetal y posnatal (39) (Figura 1). Mas adelante Hales y cols. relacionaron que
la pobreza y desnutricion aumenta la morbilidad y mortalidad infantil. Debido a que el medio
ambiente en el cual un nifio crece puede tener efectos a largo plazo sobre su salud. Esta
aseveracion se basd en observaciones realizadas en el Reino Unido y en Suecia en 1934, donde
encontraron que la tasa de mortalidad se veia incrementada en un grupo especifico de edad, por lo
que analizaron la fecha de nacimiento de estos individuos y el dia de defuncion, asi como, las
causas de su muerte las cuales eran por isquemia del corazén. Esta hipotesis, que podia ser
explicada por una relacion entre una pobre nutricién en el periodo fetal y posnatal temprano y la
presencia posterior de enfermedad cardiovascular, fue apoyada por un estudio en hombres de
Inglaterra de 64 afios de quienes se tenia su historia de peso al nacer y a quienes se les practicd
una prueba de tolerancia a la glucosa posteriormente. Este experimento permitié concluir que existia
una relacioén inversa entre la presencia de intolerancia a la glucosa o diabetes y el bajo peso al
nacer, relacion que se mantuvo a lo largo de todos los pesos obtenidos al nacimiento ya que se not6
que los individuos que nacieron con peso menor a (<2.5 Kg) tenian siete veces mas probabilidad de
sufrir intolerancia a la glucosa o diabetes que aquellos con peso mayor a (>4.5 Kg). Una relacion
mucho mas estrecha se encontr6é con los individuos de bajo peso al nacer y la presencia de

sindrome metabdlico (intolerancia a la glucosa, hipertension e hipertrigliceridemia). Estos individuos

tuvieron 18 veces mas probabilidades de sufrir sindrome metabdlico que los que tuvieron mayor

peso al nacimiento (40). Lo anterior entonces dio lugar a proponer una nueva teoria conocida como

genotipo-fenotipo ahorrador: la cual propone que una deficiente nutricion fetal puede alterar el
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desarrollo de diferentes tejidos, entre ellos, el pancreas y que frente a un ambiente de abundancia
en la vida adulta, daran lugar a la aparicién de intolerancia a la glucosa, asi como problemas
metabdlicos (41-43) (Figura 2). De esta manera se refuerza la idea de que los problemas
metabodlicos que se padecen en la vida adulta, estan fuertemente vinculados desde la vida
temprana, esto por un ambiente de privacion nutricional o lo contrario un exceso de ellos. Estos
hallazgos han sido reproducidos en otras poblaciones a lo largo del mundo y en diferentes grupos
étnicos y se da como hecho que esta relacion existe; sin embargo, las bases moleculares son
desconocidas y los papeles relativos que juegan los genes y los factores ambientales son muy
debatidos, sin embargo, hasta el momento podemos concluir que los origenes de las enfermedades
cronicas no esta estrictamente limitada por los genes heredados y/o la vida sedentaria si no por las
experiencias nutricionales durante la vida temprana las cuales pueden contribuir a la programacion
metabdlica, conduciendo a enfermedades en la vida adulta. El surgimiento de este nuevo campo de

la programacion del desarrollo ofrece, por lo tanto, una ruta adicional para explicar la etiologia de las

enfermedades cronicas de aparicion en la edad adulta y nos permite seguir investigando en un

campo mas especifico las causas y raices de estas enfermedades.
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Figura 1. Hipoétesis de los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad: la malnutricién
materna durante la gestacién produce una agresion in utero que altera la nutricibn normal y el
desarrollo fetal.




Ambiente fetal
(desnutricion)

Genotipo ahorrador

Fenotipo ahorrador Resistencia a la insulina
MNeonato con bajo peso

Ambiente posnatal
(abundante)

Figura 2. Hipétesis del fenotipo ahorrador: |la deficiente nutricion fetal puede alterar el desarrollo
de diferentes tejidos fetales, que si persiste en la vida posnatal va a favorecer al desarrollo de
problemas metabdlicos.

3.2 Gestacion

El embarazo representa el periodo mas intenso de crecimiento y desarrollo; en el humano dura
aproximadamente de 38 a 42 semanas, mientras que en las ratas soélo 21 dias. En este periodo, en
la madre se presentan cambios de manera muy drastica como el incremento en el volumen

sanguineo, resistencia a la insulina con aumento en la concentracion de glucosa, crecimiento de
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organos Yy tejidos (44, 45). En el humano, el sistema respiratorio amplia su flujo de aire inhalando y
exhalando de un 30 a 40% mas de lo normal y el sistema circulatorio sube su gasto cardiaco debido
a la elevacion de la frecuencia cardiaca (46, 47). La forma en que se presentan estas adaptaciones
al organismo, dependen de muchos factores que ocurren en condiciones normales durante el
embarazo. Sin embargo, existen otros cambios como los metabdlicos, que estan intimamente
relacionados con la conducta nutricia que adopte la madre durante la gestacion (48). En modelos
animales como el de la rata y en algunos casos en humanos, se han probado estos cambios
metabdlicos los cuales son: a) el contenido de agua corporal, el cual en el humano pasa de 7 a 10

litros y en la rata se sabe que al llegar al dia 13 de gestacion incrementa su ingesta y retencién en

liquidos, esto con el fin de acumular minerales como Na®, Cl y K™ que debera transferir al producto,

el cual los incorpora rapidamente al organismo (47, 49); b) los cambios hormonales que son
producidos por la placenta para sintetizar hormonas esteroides, como la progesterona y estrdgenos
que promueven la acumulaciéon de lipidos (50, 51); c) el ajuste del metabolismo de carbohidratos,
ya que se requiere glucosa para generar energia, lo cual permite el desarrollo del feto (52); d) el
aporte de proteinas, el cual debe ser alto, ya que juega un papel importante en la sintesis de
nuevos tejidos maternos y fetales (48); e) los cambios en el metabolismo de lipidos, estos
promueven la acumulacion de grasa en la primera mitad del embarazo, con el fin de tener depdésitos
suficientes que solventaran los ultimos meses de la gestacidén (10), también hay incremento en las
concentraciones de colesterol y en las lipoproteinas de baja (LDL) y alta (HDL) densidad en sangre,
pero son los triacilglicéridos los que al final de la gestacion, tanto en ratas (45) como en humanos
(53, 54), se ha visto que aumentan hasta tres veces mas las concentraciones de estos en
comparacién con las no embarazadas (10). Este aumento de grasa corporal juega un papel
importante en la adaptacion metabdlica (55), ya que cuando existen condiciones adversas como la
desnutricion, la madre responde, disminuyendo dramaticamente su gasto energético para mantener
el aporte de nutrimentos al feto (56). Durante la ultima etapa de la gestacion el metabolismo
materno de lipidos cambia a un proceso catabdlico, acelerandose la movilizacién de acidos grasos,
por lo que la madre depende de sus depositos de grasa para obtener energia, a medida que
avanza el embarazo el aumento de las concentraciones de acidos grasos no esterificados (AG)
circulantes e incremento en lipoproteinas, triacilglicéridos, fosfolipidos y colesterol, reflejan que hay
aumento en la lipdlisis (57, 58), lo cual nos indica que hay una transferencia intensa de AG unidos a
lipoproteinas a través del sinciciotrofoblasto en la placenta humana al feto (59). En ratas la
transferencia de estos componentes grasos ocurre desde el dia 15 al 20 de gestacion donde el

crecimiento del feto es acelerado por lo que la demanda de grasas se vuelve indispensable para el
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feto ya que lo necesitara en los primeros dias de vida extrauterina (60). Estudios en ratas y en
ovejas han demostrado que la glucosa es el sustrato que cruza la placenta en mayor cantidad
seguida de los aminoacidos (1, 50, 52) y los AG, lo hacen en menor proporcién, sin embargo, cabe
mencionar que no por ser la menor proporcion dejan de ser importantes, ya que dentro de esta
fraccion existen los AGPIs como el acido linoleico conocido como omega 6 (w6) (AL; 18:2n-6) y el
acido alfa-linolénico conocido como omega 3 (w3) (a-ALN; 18:3n-3) y los AGPIs-CL como el acido
docosahexaenoico (DHA) y el acido araquidénico (AA), los cuales son de suma importancia para
las membranas celulares de todos los 6rganos, pero también, son elementos indispensables que
permiten la formacién y maduracion del cerebro y del sistema inmunolégico, esto por mencionar
unas de las tantas funciones de estos componentes en el feto. Los humanos y las ratas nacen con
alto contenido de grasa, debido a que durante los primeros meses de la gestacion los AG son
obtenidos por el aporte placentario materno, pero en la gestacion tardia aparte de ser obtenidos por
la madre, son obtenidos también de la sintesis de novo, en el tejido adiposo fetal, por esta razén es
que su concentracién aumenta en el recién nacido, pero este aumento es necesario, ya que al final
de la gestacion, el feto crece aceleradamente y por tanto requiere suficiente energia para completar

diversos procesos del desarrollo y para solventar los primeros dias de vida posnatal (50, 61).

3.2.1 Desarrollo y crecimiento fetal.

El desarrollo fetal se caracteriza por una secuencia de patrones de crecimiento y maduracion de
tejidos, los cuales son dependientes del equilibrio y la interrelacion entre constituyentes maternos,
placentarios y fetales, los cuales estan determinados por el control genético y factores ambientales.
Es el caso de la oferta de sustratos nutritivos de la madre al feto que no sélo depende de la ingesta
materna sino también de la concentracion de estos componentes en la sangre, adecuado flujo
sanguineo y la regulacion hormonal materna, estos mecanismos adecuadamente orquestados
permitiran el transporte uUtero-placentario y favoreceran la diferenciacion y maduracion celular del

individuo. Cuando las circunstancias son Optimas, ninguno de estos factores tiene un efecto

limitante en el crecimiento y desarrollo fetal. Sin embargo esto no siempre se da (62, 63), en

modelos experimentales como la rata, se probd que la restriccidn proteinica al 8% aumentaba el
espacio intravelloso en la placenta y disminuia el tamafio de los vellos, lo cual generaba dificultad en

el transporte de nutrimentos y afectaba el peso al nacimiento en el crio (64).




Se estima que aproximadamente el 40% de la variacién total del peso al nacer se debe al control
genético y el 60% restante a los factores ambientales, entre los que se encuentra la nutricion fetal.
El periodo mas rapido de crecimiento fetal se da entre las semanas 12 y 36 de gestacion y entre la
32 y 36 el rango de aumento de peso es de 200-223 gramos/semana (65, 66), en la ultima semana
el feto gana 85% de peso mas respecto al que ha estado ganando dia con dia. En la rata el
desarrollo acelerado se da desde el dia 15 al 20 de gestacién y entre el dia 18 a 21 existe un
aumento de hasta una cuarta parte mas del peso que ha estado ganando durante toda la gestacion
(3, 60). El crecimiento fetal es diferente durante la etapa temprana que durante la ultima etapa de la
vida fetal. En la etapa temprana el crecimiento de las células de los tejidos y los 6rganos pasan por
la fase de hiperplasia (aumento en el numero de células). En el periodo tardio el desarrollo de las
células pasan por la fase hipertrofica (aumento del tamaro celular) (31) y en el caso del musculo y
cerebro (especialmente en el cerebelo), la fase del crecimiento puede continuar hasta el segundo
afio de vida en el caso del humano (31, 62, 64) y en la rata en las primeras dos semanas de
lactancia (67, 68). Desde el punto de vista nutricional la dependencia del feto hacia el organismo
materno es total. Todos los nutrimentos que recibe el feto, le son transferidos de la madre a través
de la placenta, esto mismo ocurre en todas las demas especies mamiferas (64). El feto adquiere
diversos nutrimentos a través de la placenta los cuales obtiene por diversos mecanismos de
transporte (69). El feto puede desnutrirse o sobre nutrirse, dependiendo de la extraccién y la
composicion de estos en el corddn umbilical, del flujo y la calidad de los alimentos extraidos (70-72).
El feto necesita del sustento materno para tener una fuente de energia oxidable y asi llenar los
requerimientos energéticos necesarios para sobrevivir, también necesita carbono y nitrégeno para
llevar a cabo el crecimiento fetal. Los substratos utilizados por el feto para llenar estos
requerimientos incluyen carbohidratos (principalmente glucosa y lactato), aminoacidos y lipidos,
dentro de los cuales el aporte de lo AGPIs es esencial, ya que el feto no puede construirlos, ni
tampoco adquirirlos por otra via que no sea la madre y la madre tampoco puede sintetizarlos de

novo si no los adquiere a partir de su dieta (73). En el humano un minimo de 200 a 300 mg de

AGPIs por dia son suficientes para poder desaturar y elongar en el higado (74) y formar AGPIs-CL,

los cuales son transportados a la placenta para que lleguen especificamente al feto. Esta

informacion ha sido demostrada también en ratas (75, 76).

3.2.2 Evidencia experimental y epidemioldgica del estado nutricio durante la gestacion




Se ha demostrado en ratas que una dieta restringida y en especial en proteinas, durante el
embarazo causa disminucion del peso al nacimiento y en la edad adulta, hipertensién e intolerancia
a la glucosa (7, 20, 77-79). Algunos érganos en estos animales (pancreas, bazo, musculo e higado)
presentan menor tamano, mientras que el cerebro y los pulmones mantienen crecimiento normal
(80). Contrario a esto son los reportes de Bennis-Taleb y cols. donde la restriccidn proteinica en
ratas si generaba alteraciones en la vascularizacion cerebral y dafio a los vasos sanguineos de la
corteza (67). Otros estudios han demostrado que la restriccion proteinica en ratas gestantes no
modifica la composicién de la carcasa en las crias, el peso del higado y cerebro a los 20 dias de
gestacion (81). Sin embargo, en ovejas se observd que la restriccion proteinica durante la gestaciéon
temprana incrementa el flujo sanguineo materno, lo cual genera hipoxia en el feto (68).

Los datos en humanos apoyan la teoria de que la malnutricion materna, la disminucién en la
ingestion de calorias o la deficiencia en la capacidad de absorcion, son factores que influyen en la
programacion y que causan retraso en el crecimiento fetal (80). Por otro lado se ha observado que
dependiendo del estadio en el que se produzca la malnutricién, de su duracion e intensidad, ésta
puede afectar la sintesis de hormonas y la sensibilidad del organismo a ellas (71, 82). También se
pueden producir defectos persistentes, como la reduccion en el numero de células de los tejidos y la
modificacion en la estructura de los érganos (25). Estos hallazgos han demostrado que cada 6rgano
y tejido tienen un periodo critico o sensible, de mayor replicacion celular, durante el cual se vera
mas afectado (38), ejemplo de ello es, la embriogénesis temprana. El crecimiento embrionario y
trofoblastico es influenciado por la concentracion de nutrimentos, el embrion es selectivo en el uso
de nutrimentos y antes de la fase de moérula este se nutre de piruvato, lactato y aminoacidos y no de
glucosa, por lo que la hiperglucemia a principios del embarazo retrasa el crecimiento embrionario y

puede estar implicado en el desarrollo de malformaciones, contrastado con la hipoglucemia donde

también puede retrasar el crecimiento y desarrollo del embridn, de esta manera la hiperglucemia o

hipoglucemia en la embriogénesis temprana pueden asociarse al bajo peso al nacer (31, 41, 82, 83).
Otro ejemplo es a la mitad del embarazo, donde el crecimiento de la placenta es mas rapido con
respecto al feto, un bajo depoésito de nutrimentos por parte de la madre, genera hipertrofia
placentaria, la cual ocurre como un mecanismo de adaptacion para mantener el aporte de
nutrimentos al feto y disminuir en lo posible dafos al mismo (31, 84). Al final del embarazo el efecto
de la desnutricion materna es inmediato: el crecimiento fetal se vuelve lento, cuando debia ser
acelerado por encontrarse al final del desarrollo, por tanto, el desarrollo fetal es sacrificado para
favorecer la funcion placentaria, el oxigeno, la glucosa y aminoacidos son redistribuidos, la placenta

reduce su consumo de oxigeno y glucosa y al mismo tiempo le da un aporte alto de lactato al feto,

23




este lactato proviene en su mayoria de los aminoacidos fetales. Este catabolismo fetal puede
producir un importante desgaste y reducir el peso al nacer (82).

La evidencia experimental demuestra qué graves son los resultados que se presentan en el
desarrollo y maduracion del feto debido a una alimentacion inadecuada, sin embargo las
costumbres sociales y culturales de los diferentes paises, también han orillado a este problema en
el crecimiento fetal, ya que en las diferentes comunidades del mundo, se tienen costumbres
alimenticias que afectan al establecimiento, desarrollo y maduracion del mismo, es el caso de la
sociedad americana la cual tiene bajo consumo de productos marinos con respecto a la asiatica,
esto repercute en el consumo de AGPIs y sus derivados los AGPIs-CL (AA y DHA), los cuales se
sabe que son componentes estructurales de las membranas celulares y por tanto esenciales para la
formacion de nuevos tejidos como ocurre durante la gestacion (1). Tanto en roedores como en
humanos el sistema nervioso central es particularmente rico en DHA y AA (74). En roedores, el
cerebro tiene un pico de crecimiento al final de la gestacién y culmina su maduracién durante la
lactancia, en humanos esto se da en el ultimo trimestre del embarazo y al principio de la lactancia,
por lo que un adecuado suministro de estos AGPIs-CL se considera esencial para el funcionamiento
neurolégico, mejora de las funciones cognitivas y de atencion, asi como desarrollo de la habilidad
motora, lo cual facilita el aprendizaje y el buen comportamiento (85). Esto ha sido demostrado en
roedores y primates principalmente, donde dafios en este establecimiento se ha visto que afecta en
la velocidad de respuesta de estos animales y en el desarrollo de habilidades motoras (86-88).
Estudios poblacionales indican que la falta de atencion y el poco aprendizaje de los nifios
prescolares son el resultado del carente consumo de estos productos y a las malas costumbres

sociales que se tienen para llevar a cabo una adecuada gestacion (89).

3.2.3 Aporte de los AGPIs-CL durante la gestacion

Las recomendaciones para el consumo de estos compuestos de manera habitual fue
establecido por la agencia nacional de salud en Estados Unidos, donde se menciona, que su ingesta
debe de ser en una proporcion 1:4 con la relacidn w6/w3 si existiera un mayor consumo de w3 se
establece competencia para la formacion de los productos provenientes del w6 y como resultado un
desbalance en las proporciones adecuadas de cada compuesto (90). En el caso del embarazo, la

DRIs, (por sus siglas en inglés DRIs Dietary Reference Intakes) establece que, durante el segundo y

tercer trimestre de la gestacion la mujer entre 19 y 24 afios debe consumir un minimo de 1.36 g/d de




w3 y las mujeres de 25 a 49 anos 1.26 g/d de w3 respectivamente, mientras que para w6 lo
establecido por dia es de 1.4 g/d para compensar el requerimiento fetal (8, 91).

En el modelo de la rata se ha estudiado el metabolismo de los AGPIs marcando con '“C
compuestos como acido linolénico y acido linoleico, estos estudios han demostrado, que una vez
que han sido ingeridos los compuestos, comienza el proceso de conversién a partir de la actividad
enzimatica de las desaturasas (A6D, A5D) y elongasas (ELOVL 2y 5) (92). Ubicadas en el reticulo
endoplasmico de los hepatocitos en el higado, estas enzimas, forman AGPIs-CL bioloégicamente
activos los cuales durante la gestacion y lactancia la madre transfiere al feto, para que, los incorpore
rapidamente a los fosfolipidos que forman parte de las membranas de los diversos tejidos y
organos. Durante el desarrollo fetal, se demostré en ratas que los AGPIs-CL atraviesan la placenta
de forma selectiva, ya que se observo que el AA y el DHA pasan directamente a través de la
placenta por un compartimento materno especifico hacia el feto, este mecanismo se conoce como
enriquecimiento de AGPIs-CL durante la vida intrauterina o “Proceso de Biomagnificacion” (1, 10,
74, 93). Esto ocurre durante el tercer trimestre de la gestacion en humanos cuando la demanda fetal
para el crecimiento neuronal y vascular es mayor, pero en los roedores este abastecimiento
comienza desde la segunda etapa de la gestacion y culmina en la lactancia. Otros estudios en
roedores han demostrado que la placenta selecciona AA y DHA a expensas del AL, a-ALN y acido
eicosapentaenoico (EPA), para mantener proporciones considerablemente elevadas de AA y DHA
en la circulacion fetal a la mitad (61, 88) y al final del embarazo (61). En humanos se ha visto que se
estimula el desarrollo fetal, ya que nifios nacidos prematuramente, presentan peso bajo al nacer y
tienen un riesgo alto de trastornos e incapacidades del desarrollo neurolégico (53), debido al menor

tiempo de exposicion a los AGPIs-CL en el feto.

3.3 Lactancia

Para el organismo vivir el proceso de la lactancia sugiere una cascada de cambios a nivel
tisular, celular y molecular, los cuales se van presentando desde la gestacion y culminan en ella (94,
95). La glandula mamaria, el érgano de mayor importancia en esta etapa, comienza su preparacion,

proliferacion, division celular y diferenciacion l6bulo alveolar durante la gestacidon (96). Los cambios

fisioloégicos y bioquimicos que se adaptan en este momento dependen del ambiente nutricional y

hormonal adecuado para el establecimiento de la misma, pero con mayor importancia, es el
ambiente metabdlico, donde el tejido adiposo es uno de los érganos con mayor participacion en el

progreso de esta, ya que este moviliza todas sus reservas energéticas provenientes de la dieta,
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para preparar el ambiente necesario que requiere el desarrollo mamario. El éxito que se tenga en la
formacion y maduracién de la glandula mamaria influira en el nimero y actividad de las células
mamarias, repercutiendo asi en la produccion de leche (97-99). Uno de los factores mas
importantes que estan involucrados en la programacién del desarrollo es la adecuada nutricién
durante la lactancia. La practica del amamantamiento se ha visto que disminuye el riesgo a
desarrollar obesidad en los nifios (100, 101). Muchos factores determinan la composicion de la
leche materna, estos factores se sabe que también pueden inducir el apetito en el crio y se han
querido relacionar con la presencia de leptina en la leche (102) la cual puede o no regular o inducir
la ingesta de alimento del lactante. Hasta el momento se encuentran en interrogante los
mecanismos de regulacién de la conducta del apetito, ya que es complejo establecer si esta
regulacion se lleva a cabo por la leptina que se ingiere via leche materna o bien por la secrecion de
ella por parte del crio a partir de su tejido adiposo. En la actualidad se sabe que para los dias 10 a
14 de lactancia existe un incremento en las concentraciones de leptina en el suero de la crias de
ratas, este pico se ha relacionado con la maduracién de los centros del apetito en el cerebro ya que
la rata continua y termina su maduracion del cerebro durante este periodo, de manera que la leptina,
culmina con los procesos de programacion y desarrollo de las funcion estructural y de los centros
orexigénicos y anorexigénicos en el periodo posnatal temprano (3). De todos los componentes de la
leche de la rata, la fraccion que mas varia es la formada por las grasas; los triacilglicéridos son los
componentes mayoritarios de la leche, constituyen el 95% del total de lipidos (103) y aportan el 70
% de la energia total (104, 105) principalmente estos son obtenidos de dos fuentes: 1) de la sintesis
de acidos grasos de novo en el tejido adiposo y 2) de los acidos grasos de la circulacion (106). La
composicién de los acidos grasos de la leche, puede modificarse muy facilmente debido a tres
mecanismos: 1) La intervencion nutricional (consumo excesivo o carente en grasas); 2) la

modificacion en la sintesis de acidos grasos de novo en la glandula mamaria o tejido adiposo y 3); la

captacion de acidos grasos por las lipoproteinas en la glandula mamaria (106, 107). Existe una

fraccidn minoritaria de componentes grasos en la leche, la cual esta formada por: a-ALN, AL, AA 'y
DHA (108), esta fraccion no por ser de menor concentracion, deja de ser importante, esto se debe a
que el 100% del a-ALN y del AL existentes en la leche, provienen de la dieta y el metabolismo
materno. Cerca del 95% de estos compuestos son oxidados en las mitocondrias hepaticas para la
produccion de energia (109), mientras que el otro 5% de a-ALN y AL es transformado en DHA o AA
en el higado materno y transportado a la glandula mamaria, o bien, son llevados directamente a la
glandula mamaria para formar parte de la leche (109, 110). Una vez que estos son ingeridos a

través de la leche, estos siguen diferentes rutas, como por ejemplo, el DHA atraviesa la barrera
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hematoencefalica y empiezan a depositarse en las membranas de las neuronas, también llega a los
bastones de la retina. El AA llega al sistema nervioso central y la retina (89). El transporte del AA
hacia la glandula mamaria es unido a fosfolipidos y triacilglicéridos de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) o unido a seroalbumina, mientras que el DHA no puede ser transportado por las
VLDL por lo que en el higado y en el tejido adiposo, existe un reservorio considerable de DHA lo
cual explica por qué en algunas ocasiones la deficiencia de DHA sé6lo se manifiesta en forma tardia,

cuando la dieta es carente en este compuesto y por qué tarda en llegar al nifio (111).

3.3.1 Evidencia experimental y epidemiolégica del estado nutricional durante la lactancia

La Cumbre Mundial para la Infancia en 1990, la Conferencia Internacional para la Nutricion en
1992 y la Cumbre Mundial para la Alimentacién en 1996, acordaron disminuir la malnutricibn como
parte de una amplia estrategia para eliminar la pobreza a nivel mundial. Sin embargo, en el
continente Africano, los porcentajes aun no muestran cambios significativos importantes que
indiquen beneficios en la poblacidn infantil y el bajo peso y retraso en la talla, en preescolares, sigue
siendo un problema de salud a nivel mundial, por lo que la proyeccion del numero absoluto de nifios
mal nutridos aun esta en aumento (112). La mejor manera de medir la salud de una poblacién es
conocer como crecen y se desarrollan sus nifios. Durante los ultimos diez afios la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha estudiado de manera persistente el progreso de los nifios de
diferentes partes de los continentes, los cuales tuvieron el beneficio de tener condiciones adecuadas
sanitarias y una alimentacion saludable, con lactancia materna en forma exclusiva durante los
primeros meses de vida, estos estudios demostraron, que hay un adecuado peso e ingesta durante
los primeros cinco afios de vida y el crecimiento y desarrollo es apropiado (113). Estudios

demuestran que la practica de la lactancia, provee a los nifios de los nutrimentos suficientes y ayuda

en la inmunizacion para prevenirlos de enfermedades comunes en la nifiez, lo contrario se presento

en nifos en los que la inadecuada alimentacion y la prevalencia e incidencia de enfermedades
infecciosas afectaron su desarrollo y madurez, influyendo sobre los factores genéticos de los
infantes, convirtiendo la desnutricién infantil en una de las variables mas sensibles a las condiciones
de vida (82). Por tanto la leche materna es el alimento por excelencia que cubre los requerimientos
indispensables, esto asegura que el bebé obtendra su maximo crecimiento y desarrollo final. Cabe
mencionar que la calidad y la cantidad de la leche debe ser la adecuada, de tal forma que la
nutricion de la madre debe ser la apropiada, debido a que una mala nutricidbn podria modificar las

proteinas, los carbohidratos, pero con mayores cambios en su concentracién seran las grasas,

27




debido a que el 50% de las calorias totales que aporta la leche provienen de los lipidos encontrados
en ella (114). Dentro los componentes grasos de la leche los AGPIs y los AGPIs-CL han mostrado
tener funciones relevantes en el desarrollo de 6rganos y sistemas del neonato (108, 115, 116). El
hecho de que los lactantes sean amamantados, ha mostrado tener mejores resultados en las
pruebas de evaluacion neurologica (116, 117). La principal evidencia para esta afirmacion, es el
mayor depdsito cerebral de DHA encontrado en los lactantes que recibieron leche materna, en
relacion a los alimentados con férmulas lacteas que no contienen DHA (118, 119). Algunos otros
experimentos, muestran correlacién positiva entre la practica de amamantamiento, el desarrollo
corporal y la respuesta cognitiva, indicando que la leche materna contiene componentes bioldgicos
gue son benéficos para el nifo. Esta correlacion se ha atribuido al contenido de AA y al DHA (120),
ya que las madres presentaron concentraciones adecuadas de estos, lo cual mejora la vision, el
desarrollo neurolégico y corporal de los nifios, en comparacion con los que tuvieron lactancia con
férmulas que no aportaron el contenido adecuado de AA y DHA, ya que son férmulas fortificadas en
AGPIs pero no en AGPIs-CL (121, 122). La nutricién de la madre es crucial en esta etapa debido a
que cualquier conducta alimenticia inadecuada puede modificar el contenido de grasas en la leche
en especial los AGPIs y AGPIs-CL. Cabe mencionar que la concentracion de estos es minima pero
necesaria para el producto, debido a que permite al infante finalizar su desarrollo corporal,
establecer los compuestos que regulan la respuesta inmune y los procesos de inflamacién, constituir
las redes fotosensibles de la vision para afinar su vista, desarrollar y madurar el cerebro (123), lo
cual permite llevar a cabo y establecer la neurogénesis, mielinizacién, arborizacion dendritica y
neurotransmision (124-127), activar la region motora neuronal, la cual conducira al desarrollo del
lenguaje, la maduracién del aprendizaje, la activacion de las funciones motoras y finalmente brindar

estructura, permeabilidad, movilidad y comunicacién a todas las membranas celulares del cuerpo

(2).
3.3.2 Aporte de los AGPIs-CL durante la lactancia
Durante la lactancia en humanos existen tres fases importantes en la producciéon de leche:

calostro, transicion y leche madura. Trabajos recientes demuestran que el aporte de los AGPIs-CL

en las diferentes etapas de la lactancia es variado (128, 129). Estos estudios sefalan, que el AL

disminuye durante el calostro en comparaciéon con la leche madura, esto lo relacionan con el

contenido de AA en donde encuentran en porcentaje menor durante el calostro con respecto al

encontrado en la leche madura, por otro lado el DHA, se encuentra mayor en el calostro en
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contraste con la etapa madura (129, 130), estos estudios han permitido establecer cifras en el
aporte de los AGPIs y los AGPIs-CL a los bebés durante la lactancia y los beneficios en su
desarrollo (129), sin embargo, todavia existe controversia en establecer estos parametros en las
férmulas y suplementos alimenticios, ya que Cuthbertson y cols. (131) establecieron que el minimo
requerido de AL durante la lactancia debe ser de 0.6% mientras que Crawford y cols. determinaron
que debia ser del 1% (132). Hoy en dia varios comités de nutricién infantil a nivel mundial han
establecido que el minimo requerido sera del 2-3% (2, 133, 134), dejando las cifras de Cuthbertson
y Crawford por debajo de lo establecido.

1) Aporte de AL (18:2 n-6) y a-ALN (18:3 n-3): la fuente de obtencién de AL (18:2 n-6) u omegas
6, es el consumo de vegetales y semillas como son la soya, el aguacate, el coco, la semilla de
girasol, la calabaza, la nuez, el cacahuate. En el caso de la lactancia la madre debe consumirlos
para que estos puedan verse reflejados en la leche que aportara a su crio. Para el a-ALN (18:3 n-3)
son los productos marinos como sardina, salmoén, trucha, atun, pez bagre, carpa, lucio y algunos
mariscos como el camardn, la langosta y la ostra (88, 135, 136) quienes ofrecen el aporte de a-ALN
0 mejor conocidos como omega 3. Desafortunadamente, en la mayor parte de América no se tiene
el habito del consumo de productos marinos proveedores de estos acidos grasos esenciales (137),
lo cual dificulta su existencia en la leche materna. Actualmente se ha adoptado un método de
suplementacién en las madres, con el fin de regular su concentracion. A las madres se les
administran capsulas de a-ALN o alimentos fortificados con a-ALN, en dosis diarias de 200 a 1300

mg, también se les han ofrecido guias y orientacién nutricional durante este periodo, lo que en

décadas pasadas no se hacia, esto ha logrado resultados importantes, ya que estos nifios, tienen

mejores resultados en pruebas conductuales, que aquellos nifios que no tuvieron una lactancia
suplementada y orientada (115-117, 137-140).

2) Aporte de AA (20:4 n-6) y DHA (22:6 n-3): la madre aportara estos compuestos a su bebé
obteniéndolos a partir de: 1) la absorcion intestinal de lipidos dietarios, la madre deberia de ingerir
por lo menos 200 mg/dia de DHA para lograr el aporte suficiente al bebé (2) y mantener la relacion
de ingesta 6:1 con el AA, ya que esto proporcionara al bebé un adecuado suministro de los
componentes grasos provenientes de la leche (2, 138), 2) de la movilizacién de reservas maternas
en el tejido adiposo. En México estudios realizados por Villalpando y cols. mostraron que la mal
nutricion observada en comunidades indigenas no permite el aporte de estos componentes debido al
bajo reservorio adipocitario, lo cual conlleva al neonato a desarrollar una respuesta cognitiva tardia y

problemas cardiovasculares (141) y 3) de la sintesis enddgena en el higado y la glandula mamaria.
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Experimentos en roedores muestran que un déficit o ausencia y en algunos casos sobre expresion
de las enzimas formadoras de DHA y AA pueden afectar la concentracion de estos componentes en

la leche y repercutir directamente en el consumo de la cria (139, 140, 142, 143).

3.4 Metabolismo de los AGPIs-CL

El metabolismo de los acidos grasos que provienen de la dieta comienza, cuando los acidos
grasos, entran a los enterocitos por medio de una proteina localizada en la pared intestinal que
transporta acidos grasos. Los acidos grasos con mas de 14 carbonos, como es el caso del AL y a-
ALN, se esterifican para formar triacilglicéridos dentro del enterocito y pasan a la circulaciéon
sanguinea a través de la via linfatica en forma de quilomicrones. La enzima lipoproteina lipasa
(LPL), que se encuentra en la pared interna de los capilares sanguineos hidroliza los triacilglicéridos
en acidos grasos saturados, mono insaturados o poliinsaturados, es asi, como pueden ser
transportados a sus diferentes destinos metabdlicos como el higado vy el tejido adiposo (10) (Figura
3). Ya en los 6rganos blanco, a nivel celular se inicia el proceso de desaturacion y elongacién en el
reticulo endoplasmico donde por accion de las enzimas desaturasas y elongasas se forman los
componentes grasos de cadena larga (AA y DHA) (Figura 4). Estos componentes como ya se ha
expuesto extensamente tienen importancia para el feto y neonato ya que finalizan procesos

bioldgicos y permiten la maduracion final y el desarrollo del individuo, cabe mencionar que durante

la gestacion llegan a placenta para ser transportados al feto y durante la lactancia a la glandula

mamaria para poder ser parte de la leche (4).
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Figura 3. Metabolismo de los acidos grasos esenciales indicando los principales destinos metabdlicos.
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Figura 4. Mecanismo de desaturacion y elongacidon de los acidos grasos esenciales, estos
productos han sido clasificados por el numero de carbonos y de insaturaciones. C1, C3, C6=
posicién 1, 3,6 en la cadena hidrocarbonada para numerar la posicidon de los dobles enlaces. AL,
acido linoleico, ALN, acido alfa-linolénico, AA, acido araquiddnico, EPA, acido eicosapentaenoico,
DPA, acido docosapentaenoico, DHA, acido docosahexaenoico.

3.5 Mecanismos moleculares y biosintesis de las desaturasas y elongasas
3.5.1 Desaturasas

La funcion molecular de las desaturasas es poner un doble enlace en la cadena hidrocarbonada

de los acidos grasos provenientes de la dieta, esta saturacion, le confiere al acido graso ciertas
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caracteristicas especificas que le permiten a la célula realizar funciones de vital importancia. Estas
enzimas fueron clonadas en mamiferos y su estructura genémica fue descrita en el afio 2000 (144).
En este estudio los autores describen minuciosamente los subtipos de la familia de las FADS (Fatty
Acid Desaturases) y sus funciones primordiales, actualmente estos subtipos se conocen como la
FAD1, FAD2 y FAD3. En el caso de la FADS 1, también llamada A5D es una enzima de 444
aminoacidos, localizada como una proteina de membrana en el reticulo endoplasmico, se expresa
con mayor abundancia en el higado, cerebro, corazon y glandulas adrenales, su peso molecular es
de 52 kDa, su funcion principal es la de catalizar la reaccion de desaturacion que se produce entre
el acido dihomolinoleico y el acido eicosatetraenoico para producir AA 'y EPA respectivamente (143-
146). Durante la lactancia estos componentes son vitales ya que son precursores de eicosanoides y
la base de los componentes del inositol. La FADS 2 también conocida como A6D es la enzima
limitante en la reaccién inicial de la desaturacién, a este paso se le conoce como el primer paso de
insaturacién para la formaciéon de los AGPIs-CL (Figura 5). Esta proteina esta conformada por 444
aminoacidos, con un peso molecular de 52 kDa, se expresa con mayor abundancia en el higado, el
cerebro, el pulmon, la retina y el corazén (144, 146, 147) y esta localizada en la membrana del
reticulo endoplasmico (147, 148).

Paso Alimitante (insaturacién para la formacién de los AGPIs-CL)

[ |
A6D A6D

183— 184 — 20:4M_EJ 2005 — 2215 — 2415 — 246

Figura 5. Reaccidon de insaturacion de la cadena hidrocarbonada del acido graso por la A6D para
formar AGPIs-CL.




3.5.2 Elongasas

Se conocen hasta el momento 6 isoformas de la familia de las ELOVL (Elongation of very long
chain fatty acid-like). Estas enzimas juegan un papel importante en la biosintesis de los AGPIs-CL y
en la formacion de los esfingolipidos en tejidos especificos. Las proteinas ELOVL actuan como
elongasas, incrementando la cadena hidrocarbonada de los acidos grasos, al igual que las
desaturasas, estas se encuentran en el reticulo endoplasmico. La ELOVL 2 es una proteina de 35
KDa expresada en el testiculo, el rifidén y el higado. La ELOVL 2 participa en la elongacién de los
AGPIs-CL de 20 a 22 atomos de carbonos. También se sabe que regula la actividad del receptor
activado para la proliferacion de peroxisomas (PPARa) en la reaccidén de la oxidacion de los acidos
grasos (149, 150), y se ha demostrado que la sobreexpresion de la ELOVL 2 incrementa la sintesis
de triacilglicéridos (149). La ELOVL 5 al igual que la ELOVL 2 pesa 35 kDa. Esta proteina se
expresa preferentemente en las glandulas adrenales y los testiculos, pero también se localiza en el
pulmén, el cerebro y la prostata. ELOVL 5 participa en la elongacion de acidos grasos
monoinsaturados y poliinsaturados de 18 a 20 atomos de carbono, al igual que la ELOVL 2 participa
en la regulacién de la expresion de PPARa. Adicionalmente se ha encontrado que ELOVL 5 esta en

la glandula sebacea donde se producen las feromonas y actualmente se ha descrito que

posiblemente tenga implicacion con la produccion y regulacion de las mismas (150-152).
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4. Justificacion

Las enfermedades cronico-degenerativas como la diabetes, la hipertension, la obesidad, etc.

han aumentado su prevalencia a nivel mundial. EI ambiente nutricional materno juega un papel

importante en el desarrollo de estas enfermedades. Es el caso de la desnutricion materna la cual es

una de las causas que conlleva a la predisposicion de estos padecimientos en la vida adulta de la
progenie, los cuales ya son considerados como la primera incidencia de muerte en el mundo.
Aunque existen estudios que explican los mecanismos por los cuales se producen estas
enfermedades, hasta el momento no se han descrito todas las rutas celulares y moleculares. Por
tal motivo nos interesamos en obtener evidencia cientifica basica para conocer las causas
bioquimicas, biolégicas y moleculares, que desencadenan estas alteraciones en el desarrollo y que

repercuten en la vida adulta de la progenie.

5. Planteamiento del Problema

La carencia de AGPIs en la dieta de la madre disminuye la biosintesis de AGPIs-CL, durante la
gestacion y la lactancia, afectando el transporte y aporte de estos componentes a su crio durante
ambas etapas, esto desencadena adaptaciones de todo tipo, endocrino, morfologico, fisioldgico y
metabdlico lo que conlleva a la predisposicién de enfermedades en la vida adulta de la progenie,
principalmente vinculadas con el aprendizaje, cociente intelectual (IQ), hiperactividad, falta de

atencion y problemas de la vision.

6. Hipotesis

La restriccidon proteinica materna, sin cambio en la cantidad y/o calidad de las grasas en la dieta,
genera alteraciones en la ruta metabdlica de los AGPIs y AGPIs-CL durante la gestacion y lactancia,
principalmente en su funcién y regulacion de la expresion génica de las enzimas involucradas en

este metabolismo de lipidos.
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7. OBJETIVOS
7.1 Objetivo General
Estudiar el efecto que produce la dieta materna baja en proteina sobre la biosintesis A5D, A6D y
ELOVL 2, ELOVL 5 y formacién de AGPIs-CL en su higado y glandula mamaria a 19 dias de
gestacion (dG) y a 7, 14 y 21 dias de lactancia (dL) y estudiar los efectos en el desarrollo de la cria.
7.2 Objetivos Particulares
Estudiar el impacto de la restriccidbn proteinica materna sobre la ingesta, peso, parametros
metabolicos (glucosa, triacilglicéridos, y colesterol) y hormonales (leptina e insulina) a 19 dG y a

7,14y 21 dL.

Estudiar el peso del higado, la GM, la placenta y la carcasa de las madres a los diferentes dias
de estudio.

Evaluar la composicién quimica de la carcasa a 19 dG y a 21 dL en las madres de los

diferentes grupos de estudio.

Determinar la expresion y actividad enzimatica de las desaturasas ASD y A6D y elongasas
ELOVL 2y ELOVL 5 en la GM materna a 19 dG.

Analizar el contenido de AGPIs y AGPIs-CL (AAy DHA) en el higado y en la GM a 19 dG.

Realizar estudios histologicos a 19 dG y a 7,14 y 21 dL para conocer la distribucion de
parénquima y tejido adiposo en la GM.

Determinar la produccién y la calidad de la leche (proteinas, carbohidratos y grasas) de los

diferentes grupos a los diferentes dias de estudio.

Cuantificar la leptina en la leche de las madres de los diferentes grupos de estudio a las

diferentes edades.




» Estudiar en la grasa de la leche los AGPIs y AGPIs-CL a 7, 14 y 21 dL.

» Analizar el peso y la talla de las crias a 19 dG y durante la lactancia.

» Cuantificar la concentracion de leptina en el suero de crias de 7, 14y 21 dL.
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8. DISENO Y DESARROLLO EXPERIMENTAL

La investigacion se desarroll6 utilizando ratas como modelo experimental. En la Figura 6

observamos los tiempos de estudio, el analisis que se realizd a las muestras obtenidas en los
diferentes dias y en los grupos experimentales. Utilizamos ratas debido al costo y numero de la

camada, asi como por sus tiempos de gestacion y lactancia los cuales son cortos y permiten dar
seguimiento controlado al experimento.

Desarrollo Experimental.

Andlisis quimico de leche
Determinaciones Produccion de leche

Cuantificacion de ac. grasos en leche
| | Peso corporal de crias
Peso de higado y cerebro de crias

dias 14 21

Gestacion

Grupos

C “
R Control (10% caseina) Control {10% caseina)

19 8 15 22dias * carcasas

/ Determinaciones \ Andlisis quimico madres

Higado y glandula mamaria suero

| v |

Triacilglicéridos, colesterol Determinacion de enzimas Triacilglicéridos, colesteral
insulina, glucosa, leptina. desaturasas y elongasas, glucosa, insulina, leptina.
(PCR-tiempo real y WB)
cuantificacion de ac. grasos
(cromatografia de gases)y
andlisis histoldgico de la GM

Figura 6. Esquema del desarrollo experimental en dias, en cada periodo importante se muestra la
edad materna y se describe el anélisis que se hizo.
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9. METODOLOGIA

9.1 Animales

Los animales que se utilizaron para este estudio fueron ratas albinas especie Rattus norvegicus
de la cepa Wistar (obtenidos de Charles River Laboratories, Inc.), provenientes de la colonia
mantenida en el Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INNSZ). Todos los procedimientos realizados
fueron aprobados por el Comité de Investigacion en Animales (CINVA) del mismo instituto. Tanto la
dieta como el agua de beber se administraron ad libitum. Los machos empleados para el
apareamiento con las hembras, fueron ratas de fertilidad probada y durante todo el estudio las ratas
permanecieron en el area asignada dentro de las instalaciones del bioterio del DIEB, donde fueron
mantenidas bajo condiciones controladas de luz: obscuridad (luz de 7 a 19 h) y de temperatura (22 —

23 °C) y a 75% de humedad respectivamente.

9.2 Apareamiento, cuidado y mantenimiento de los animales

Se usaron 18 ratas para el experimento gestacional y para el de la lactancia 20 ratas con una
edad promedio de 15-17 semanas y peso aproximado de 220-260 g, con ciclos regulares y
alimentadas con purina 5001 (alimento para roedores). Las ratas fueron colocadas con machos
probados, a fin de que se llevara a cabo el apareamiento, el cual fue comprobado por medio del
frotis vaginal cada 24 horas (a las 08:00 h), durante cinco dias, (los frotis fueron tefiidos con

solucion de lugol (INNSZ) y observados con un microscopio foténico (Axiostar Plus de Carl Zeiss®)

a un objetivo de 100X. En el momento en que observamos espermatozoides en el frotis (Figura 7),

este se consider6 como resultado positivo y se registr6, como dia cero de gestacion, (en caso de
tener ratas negativas por mas de cinco dias consecutivos, para la prueba de concepcién, éstas
fueron descartadas del experimento). El macho fue retirado de la caja y la hembra colocada de
manera individual para ser asignada de forma aleatoria a alguna de las dietas isocal6ricas, Control
(C -20% caseina) o dieta Restringida (R -10% caseina)(38)(Figura 8). El peso de las ratas gestantes
y lactantes asi como la ingesta de alimento fueron registrados diariamente hasta el dia del sacrificio.
Para asegurar la homogeneidad del estudio durante la lactancia, madres con mas de 12 o menos de

10 crias no fueron incluidas en el estudio.




Figura 7. Ejemplo de un frotis vaginal positivo para el apareamiento.
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Figura 8. Asignacion de dietas isocaldricas con diferente contenido de proteina.

Grupos experimentales:

» Control (C): Madres que recibieron dieta control (caseina al 20%) durante la gestacién y la

lactancia.

» Restringido (R): Madres que recibieron dieta restringida (caseina 10%) durante la gestaciéon y la

lactancia.




9.3 Dietas: modelo de restriccion proteinica

Las formulas utilizadas en nuestro modelo biolégico fueron elaboradas en la planta piloto del
Departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (DCyTA) del INNSZ, las dietas fueron
isocaléricas con diferente contenido de proteina, sin modificacion alguna en la calidad y cantidad de
grasa en ambas dietas. La dieta control, fue disefiada bajo la formulacién recomendada por la AIN-
93 del American Institute of Nutrition (153), en donde se establecio la composicién adecuada para la
alimentacién de roedores que permitiera el mantenimiento, crecimiento, reproduccion y lactancia de
los mismos. En el caso de la dieta restringida fue reducida a un 50% de proteina, en la que utilizé la
caseina como fuente de proteina. Las modificaciones hechas a las dos formulaciones ya han sido
previamente publicadas (3, 5, 37, 38, 76). Para la elaboracién de las dietas se mezclaron todos los
productos que se encontraban en forma de polvo durante 10 min. Posteriormente se agregaron el
aceite y agua hasta obtener materia consistente lista para formar galletas o bisquets que eran los
que se les proporcionaban a las ratas diariamente. El procedimiento de elaboracién se describe con
mayor detalle en el Apéndice 1, el conteniendo energético que aportaron ambas dietas fue de 4
Kcal/g (Tabla 1).

Tabla 1. Composicién de las dos dietas isocaléricas dieta control (20 % de caseina) y dieta
restringida (10 % caseina).

Dieta isocalorica.
4 Kcallg

PROTEINA 20% PROTEINA 10%
Control Restringida

(%)

Caseina

Cistina

Colina

Mezcla de vitaminas

Mezcla de minerales

Fibra

Aceite de maiz
almiddn
glucosa

Caseina

Cistina

Colina

Mezcla de vitaminas

Mezcla de minerales

Fibra

Aceite de maiz
almidén
glucosa

10
0.15




9.4 Medicién de peso corporal e ingesta

La ingesta y el peso corporal de las hembras gestantes y lactantes fueron registradas
diariamente de forma individual. Dicha determinacion se realizd, colocando una rata madre en una
caja de acrilico con 300 a 500 g aproximadamente de aserrin, se peso6 la cantidad de alimento
diariamente y para asegurarnos de que no tuviera variaciones este analisis por la hora y el equipo,
este se realizo6 siempre a las 9:00 h, utilizando una balanza analitica ADAM® modelo PGW 1502e,
(capacidad = 1500g, d = 0.01g), usandola en funcién de pesaje de animales para el caso del peso
corporal y en el caso de la ingesta se coloc6é una cantidad de alimento inicial la cual fue registrada
en la bitacora diariamente y al dia siguiente se compensaba lo ingerido con mas dieta. Los calculos

para determinar el alimento ingerido fueron realizados de la siguiente manera (3).

e Calculo de la ingesta de alimento por dia

Ingesta diaria= Ai- Af

Dénde:

Ai = Alimento inicial (gramos de alimento en el comedero el dia anterior a la determinacion)

Af = Alimento final (gramos de alimento en el comedero el dia de la determinacion)

9.5 Extraccion de suero de las ratas experimentales

A las madres de 19 dG se les retir6 el alimento 4 h antes dejandoles sélo acceso al agua de
forma ad libitum y en el caso de la lactancia a los dias 8, 15y 22 se retir el alimento y las crias 4 h
antes de la eutanasia. Se colecto la sangre en tubos de vidrio de borosilicato de 16 X 100 sin
anticoagulante, previo a centrifugar la sangre, se dej6 formar un coagulo por 45 min a temperatura
ambiente, posteriormente se removio el coagulo de sangre y se colocaron las muestras en una
centrifuga refrigerada RT6000B (Sorvall®) a 1500%g por 20 min, a 4 °C. Una vez extraido el suero
fue separado con pipetas Pasteur de vidrio de punta mediana y colocado en tubos de polipropileno
para microcentrifuga de 1.5 ml para ser almacenados a -20 °C hasta el dia de su analisis.




9.6 Extraccion de érganos

9.6.1 Placenta

Al dia 19 dG se hizo una incision abdominal en direccion de la linea media, los cuernos uterinos
fueron expuestos (Figura 9) y los embriones fueron extraidos. Cada placenta se limpid y se registrd
su peso en una balanza analitica BP 310S de SARTORIUS® (Cap. max.=320g, d=0.001 g) y el

diametro fue obtenido con un vernier digital (Titan).

Figura 9. Ejemplo de cuernos uterinos expuestos y medidas morfomeétricas de la placenta tomadas
con el vernier.

9.6.2 Fetos

Los fetos fueron contados y pesados. El cerebro del feto y el higado fueron aislados, pesados y
agrupados por camada, posteriormente se hizo un homogenizado de la muestra y fueron colocados

en tubos coénicos de polipropileno estériles de 5 ml, los cuales fueron previamente etiquetados vy

congelados en nitrogeno liquido para ser almacenados a -75 °C hasta el dia del analisis de acidos

grasos por Folch.

9.6.3 Higado y glandula mamaria

Después de la recoleccién de sangre, se procedid a la diseccion del cuerpo de forma inmediata
(para mantener los tejidos integros en RNA y proteinas), se extrajo el higado y la glandula mamaria
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de todo el perimetro mamario, (regién toracica, abdominal e inguinal) el tejido fue pesado y
registrado en una bitdcora de laboratorio. Posteriormente se cortdé el I6bulo inferior derecho del
higado y la regiobn abdominoinguinal derecha de la glandula mamaria (4to. y 5to. pezon
respectivamente) (Figura 10). Estos fueron puesto en tubos de polipropileno de 1.5 ml estériles
previamente etiquetados para ser almacenados a -75 °C a los cuales se les hizo el analisis de
proteinas. El resto del higado y la glandula mamaria izquierda de la regién abdominoinguinal (4to.
5to. y 6to. pezon), fueron puestos en tubos conicos de polipropileno estériles con capacidad de 25

ml y almacenados a -20 °C para el estudio de acidos grasos.

Derecha Izquierda

N

Abdominal

Figura 10. Localizacion anatomica de la glandula mamaria de la rata. Distribucion mamaria; (1-3)
region toracica, (4) region abdominal y (5, 6) regidén inguinal.

9.6.3 (1) Analisis morfométrico

El sexto pezdén (Figura 10) con glandula mamaria fue puesto en un caset de hidratacion para
analisis histolégico, esta fue diseccionada, extraida e inmediatamente fijjada en paraformaldehido
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(no. cat P6148, SIGMA ALDRICH®) al 4% durante 24 h en un caset (no. cat. M505-6 UNISETTE
SIMPORT ®). El tejido fue re-hidratado con etanol (DECON laboratorios®) a diferentes
concentraciones (100, 95, 75 y 50%) y posteriormente fue embebido en parafina y cortado con
microtomo (LEITZ 1512 GMI lab equipments®) en secciones de 5 uym, las cuales fueron fijadas en
laminillas (Snowcoat X-tra precleaned Micro Slides 1” x 3” x 1.0 mm %z gross SURGIPATH®), que
posteriormente, fueron puestas en racks y colocadas en un horno durante 20 min a 60°C para ser
desparafinadas. Una vez hecho esto, el tejido continua desparafinandose con xileno (Histo Prep no.
cat. 700-1gal FISHER SCIENTIFIC®) tres veces por 10 min y luego pasadas por etanol a diferentes
concentraciones empezando con etanol al 100% por tres veces cada una por 5 min, posteriormente
en etanol al 95% por dos veces por 3 min seguido de etanol al 70% una vez por 1 min y finalmente
por etanol al 50% por 1 min, posteriormente fueron tenidas con Hematoxilina y Eosina (H&E). Una
vez tefiidas las laminillas, cinco regiones al azar de cada laminilla (la cual representa una rata),
fueron analizadas con microscopio éptico y procesadas con el programa Leica Q 500W a un objetivo
de (10X) para calcular el porcentaje de area ocupada por el tejido parenquimal y el porcentaje de
area ocupada por el tejido adiposo (epitelio acinar y ductal). La talla y el total de las células acinares

(area citoplasmatica y nucleos) fueron calculadas con un objetivo de (100X) en el mismo equipo.

9.7 Produccién de leche e ingesta de alimento de las crias

Alas 07:00 h del dia 7, 14 y 21 dL las crias fueron removidas de sus madres por 4 h tiempo en
el cual las madres tuvieron libre acceso a comida y agua y las crias estuvieron en ayuno. Las
madres fueron pesadas antes y después de las 4 h. Las crias también fueron pesadas antes de ser
regresadas con sus madres y después de haber estado 1 h con ellas alimentandose, todos los datos
de peso fueron registrados en una bitdcora de laboratorio. Los calculos para determinar la

produccion de leche y la ingesta de alimento se realizaron de forma indirecta considerando las

siguientes formulas:

Produccion de leche = (T4- T»)

Ingesta de alimento de las crias = (T1*- T>*)

Dénde:

Peso Madre (T4)= peso de la madre tiempo cero (Q)

Peso Madre (T2)= peso de la madre después de 4 h sin las crias (g)
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Peso cria (T¢)*= peso de la cria después de 4 h (ayuno) (g)

Peso cria (T2)*=peso de la cria después de 1 h de haber comido (g)

9.8 Extraccion de leche

Al dia 8, 15 y 22 dL, la madre fue separada de sus crias por 4 h transcurrido el tiempo se
administraron 8U de oxitocina (soluciéon inyectable ampollas con 1 ml conteniendo 5 U.I/ml,
SYNTOCINON NOVARTIS®), con una jeringa de insulina por via intraperitoneal, para estimular la
produccién de leche durante 15 min. Pasado este tiempo se colocd a la rata en una camara de
anestesia con éter etilico (J.T. BAKER®) y se insensibilizé para poder extraer la leche, lo cual se
hizo, estimulando los pezones de la rata y colectando la leche en tubos de polialomero con rosca
de 5 ml estériles previamente etiquetados, los cuales fueron almacenados a -20°C donde

posteriormente se evalud la composicién bioquimica y calidad por parametros bioquimicos (3).

9.9 Componentes bioquimicos de la leche

9.9.1 Concentracion de glucosa

La prueba de la glucosa oxidasa se fundamenta en oxidar a la glucosa generando D-glucono-
1,5-lactona que posteriormente se hidroliza a acido glucénico y H»O,. El perdxido de hidrogeno
liberado reacciona con un cromoégeno (fenol/4-aminoantipirina) por la reaccion de Trinder, para dar
una quinona que absorbe entre 492 y 550 nm en el espectrofotometro, la intensidad de color
producida es directamente proporcional a la concentracion de glucosa en las muestras, la cual
puede ser calculada de la siguiente manera, conociendo las absorbancias (DO) tanto de la muestra
problema como de los estandares y la concentracién de los estandares, se calcula la concentracion
de las muestras problemas como se describe en la férmula, la cual también describe los eventos

que ocurren en este procedimiento.

p-D-glucosa Clucosaoxidasa 5 D-glucono-1,5-lactona Hidrdlisis 5 Acido gluconico + H,0,

H,0, + 4 AA + p-Hidroxibenzoato Peroxidasa s Tinte quinonimina + 2H,0




Por lo tanto las muestras de leche, fueron extraidas del congelador y puestas en un bafo Maria a
37°C, una vez que las muestras estaban totalmente descongeladas se homogenizaron
vigorosamente durante 5 min y se extrajeron 100 pl de leche de los diferentes grupos de estudio, los
cuales fueron puestos en tubos de vidrio de borosilicato de 13 X 100 y se les agregaron 2 ml de
reactivo de glucosa oxidasa, se incubaron los tubos con el reactivo durante 15 min. a 37 °C en un
bafio Maria y posteriormente tanto el blanco, la curva estandar y las muestras fueron leidos en un
espectrofotobmetro a una longitud de onda de 500 nm. Con los valores de DO del estandar y de los
tubos problema se puede calcular la concentracion de glucosa en la muestra de la siguiente

manera.

G bl _ DO problema x concentracion estandar
onc. probiema = DO estandar

9.9.2 Extraccion de lipidos

En este método (Folch modificado), las grasas de la muestra son extraidas y evaluadas como
porcentaje del peso después de evaporar el solvente. En un tubo de 16 X 100 se coloc6 1 ml de
leche y se agregd 3 ml de cloroformo:metanol en una relacion (2:1) y 2 ml de solucion de cloruro de
sodio al 0.9%, estos fueron homogenizados con ayuda de un voértex y centrifugados a 1500xg por 20
min a 4 °C. Se obtuvo la fase organica la cual se coloc6 en un tubo de vidrio de 16 X 100, los que
previamente ya habian sido puestos a peso constante en un horno-mufla de secado SUTTEX® a
60°C y un desecador de vidrio con gel de silice para eliminar la humedad, antes de poner la fase
organica se registr0 su peso seco el cual fue tomado en una balanza analitica Cubis
SARTORIUS® (Cap. Max =220g d= 0.0001 g), y posteriormente se agrego la fase y se evapord con
CO; en un bafio de agua a 37°C, la diferencia entre el registro de los pesos de cada tubo, determina
el contenido de grasa de la muestras, las cuales posteriormente fueron almacenadas a -20°C hasta
el dia del analisis de acidos grasos. Férmulas utilizadas para determinar el contenido de lipidos

crudos:

Contenido de lipidos crudos (%) = 100((B - A)/C




Calculos

A = Peso del tubo limpio y seco (g)
B = Peso del tubo con grasa (g)
C = Peso de la muestra (g)

9.9.3 Acidos grasos [Preparacion de los ésteres metilicos de acidos grasos (FAME)]

Se utiliz6 la cromatografia de gases para este analisis, la cual es una técnica, en el que la
muestra se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica y esta se volatiliza debido a la
variacion de la temperatura que es regulada por un termostato, la elucién se produce por el flujo de
una fase movil de gas inerte, la cual es detectada por un equipo sistematizado que registra el tiempo
y la temperatura en la que la muestra fue arrastrada y la compara contra los estandares los cuales
se conoce su temperatura y tiempo de arrastre. Finalmente el resultado es expresado como
porcentaje total de AG en la muestra. Por lo tanto, 2 ml de metanol (no. cat MX0475-1 EMD ® grado
HPLC), 100 pl de tolueno y 40 pul de acido sulfurico al 2% en metanol fueron agregados a la muestra
extraida por Folch, la cual se calent6 a 90 °C durante 2 h. Posteriormente, los tubos se colocaron en
hielo y se agregd 1 ml de cloruro de sodio al 5%, este homogenado fue extraido con hexano y
centrifugado a 1500 rpm durante 1 min. Posteriormente se tomaron 200 ul de la muestra y fueron
inyectados en el cromatégrafo de gases (AGILENT® modelo 6850 equipado con un detector de
ionizacion de llama) y de inyeccion con division automatica mediante un inyector automatico
(AGILENT 6850), para el analisis de los FAME. La columna cromatografica fue una columna capilar
HP-INNOWAX (30 m, 0,25 mm, 0.25 pym J & W Cientifica, EE.UU). Como estandar interno
utilizamos 125 ug de acido heptadecanoico y mezclado en una muestra control e inyectado de la
misma forma que las muestras problema. Por tanto las muestras en el equipo fueron arrastradas
con helio a una velocidad lineal constante de 24 cm/s, cada acido graso es detectado de acuerdo a
la temperatura de fusion por tanto el equipo lo revela de acuerdo a este efecto y lo grafica por

tiempo y temperatura detectada.




9.9.4 Proteinas Totales

La técnica para la determinacion de proteinas totales se basa en la unién de un colorante,
(Coomassie Blue) a las proteinas. El colorante, en solucién acida, existe en dos formas, azul y
naranja. Las proteinas se unen a la forma azul para formar un complejo proteina-colorante con un
coeficiente de extincibn mayor que el colorante libre. La sensibilidad del método es (1-15 ug), por
tanto puede ser utilizado en muestras pequefias y pocas sustancias interfieren en su determinacion.
Utilizamos 10 pl de leche, los cuales diluimos 1:100 y sobre la dilucién realizada tomamos 1 pyl de
muestra y afiadimos 1 ml del reactivo de Bradford (BIO-RAD®), los tubos estandar fueron
preparados con diferentes concentraciones de seroalbumina bovina (BIO-RAD®) a los que al final
también se le agregé 1 ml de reactivo de Bradford, se dej6 a temperatura ambiente y se leyo la
absorbancia a 595 nm frente al blanco.

9.9.5 Sdlidos totales y humedad

El método se basa en el secado de muestras en un horno y su determinacion por diferencia de

peso entre el material seco y el himedo, por tanto las charolas de aluminio que se utilizaron en

este analisis debieron ser puestas a peso constante con ayuda de un horno-mufla de secado
marca SUTTEX® a 60°C y un desecador de vidrio con gel de silice para eliminar la humedad de
las charolas y pesadas en una balanza analitica, con el peso conocido de la charola, se agrego 1
ml de leche y se volvié a pesar la charola registrandolo como peso humedo, la muestra se colocd
posteriormente en el horno a 100°C por un minimo de 12 h y se dej6 enfriar en el desecador, una
vez que la muestra estaba a temperatura ambiente, se pes6 nuevamente cuidando de que el
material no estuviera expuesto al medio ambiente por mucho tiempo, para evitar que las muestras
ganen humedad, por lo tanto la diferencia entre los dos registros de peso es el contenido de agua de

las muestras.

Calculos:

Contenido de humedad (%) = 100(((B-A) - (C-A))/(B-A))




Dénde:

A = Peso de la charola seca y limpia (g)
B = Peso de la charola + muestra humeda (g)

C = Peso de la charola + muestra seca (g)

9.10 Lipidos totales y contenidos de acidos grasos en glandula mamaria e higado

La grasa total de un gramo de la glandula mamaria e higado materno, asi como cerebro e
higado fetal, fueron extraidos por la técnica modificada de Folch la cual ya ha sido explicada
ampliamente (en el apartado 9.9.2) y al extracto se le cuantifico el contenido de acidos grasos por

cromatografia de gases la cual se describe en el apartado (9.9.3).

9.11 Carcasas

A los cuerpos de las madres a 19 dG y a 21dL se les extrajo la cabeza y el tracto

gastrointestinal y no fueron incluidos en el analisis quimico proximal, posteriormente fue registrado

el peso (peso humedo) y colocadas cada una en soportes individuales de aluminio dentro de un

horno-mufla de secado SUTTEX® a 60°C hasta obtener su peso constante. El peso perdido es
considerado como la cantidad de agua corporal, la cual fue calculada como se presenta en la
férmula, la carcasa seca fue homogenizada en una licuadora (OSTERIZER® con doble cuchilla de
acero inoxidable y motor de 600 watts) y almacenada en tubos conicos de 50 ml de plastico estériles

a 4°C hasta el dia de su estudio.

Contenido de humedad (%) = 100 {[(B-A) - (C-A)]/(B-A)}

Dénde:
A = Peso del soporte de aluminio seco y limpio (g)
B = Peso del soporte + muestra humeda (g)

C = Peso del soporte + muestra seca (Q)




9.12 Analisis Quimico Proximal de Carcasas

9.12.1 Proteinas totales (método de Kjeldahl)

El andlisis se efectu6 mediante el método de Kjeldahl, que evalua el contenido de nitrégeno total
en la muestra, después de ser digerida con acido sulfurico en presencia de un catalizador de
mercurio o selenio. Se pes6 1 g de muestra y coloco en el matraz Kjeldahl; al que posteriormente se
le agregd 10 g de sulfato de potasio (SIGMA-ALDRICH ®) y 0.7 g de 6xido de mercurio y 20 ml de
acido sulfurico concentrado (SIGMA-ALDRICH ®). Una vez hecha la mezcla se puso en el digestor
en un angulo inclinado y caliente a ebullicibn hasta que la solucion se vio clara. Se dejé enfriar y
durante el enfriamiento se fue adicionando poco a poco alrededor de 90 ml de agua destilada y
desionizada. Ya frio se agregaron 25 ml de solucion de sulfato de sodio y se mezcld (5). Se
pusieron perlas de ebullicién y 80 ml de la solucién de hidréxido de sodio (SIGMA-ALDRICH ®) al
40% manteniendo inclinado el matraz, cuando se formaron dos capas se conect6 rapidamente el
matraz a la unidad de destilacién, se calenté y se colectaron 50 ml del destilado conteniendo el
amonio en 50 ml de solucion indicadora. Al terminar de destilar se tituld la solucion estandar de

acido clorhidrico y se calculé la concentracion.
Célculos: Nitrégeno en la muestra (%) = 100[((A x B)/C) x 0.014]

Proteina cruda (%) = Nitrégeno en la muestra * 6.25

A = Acido clorhidrico usado en la titulacion (ml)

B = Normalidad del acido estandar

C = Peso de la muestra (g)

9.12.2 Contenido de lipidos crudos (método de Soxhlet)

El contenido de lipidos en las carcasas se realiz6 por el método de Soxhlet la extraccion es
semi-continua con un disolvente organico. En este método el disolvente se calienta, se volatiliza y
condensa goteando sobre la muestra la cual queda sumergida en el disolvente. Posteriormente éste
es sifoneado al matraz de calentamiento para empezar de nuevo el proceso. El contenido de grasa
se cuantifica por diferencia de peso. Para esta técnica se utiliz6 un matraz bola al cual agregamos
alrededor de 1 g de muestra mas 5 ml de éter etilico (J.T. BAKER®) y 3 ml de acido clorhidrico,

posteriormente colocamos el matraz en un sistema de extraccion Soxhlet, el cual es calentado y
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agitado en una estufa (no.cat PC-4200 CORNING®) a 60°C durante 2 h, a una velocidad de
condensacion de 3-6 gotas/s. Pasado el tiempo se filtré la muestra en un papel filtro Whatman de 5
mm, el cual una vez seco fue puesto en un dedal de celulosa (no. cat 2800-105 10 X 15
WHATMAN®) y montado en el equipo de evaporacion durante 90 min hasta que ya no quedara

solvente, el remanente obtenido se colocd en vasos de aluminio los cuales previamente habian sido

puestos a peso constante ya que se colocaron en un desecador de vidrio con gel de silice para

eliminar la humedad y pesados posteriormente, la diferencia en pesos se determind como el

contenido de grasa en la muestra.
Contenido de lipidos crudos (%) = 100(B - A)/C
Célculos

A = Peso del vaso de aluminio limpio y seco (g)
B = Peso del vaso de aluminio con grasa (g)

C = Peso de la muestra (g)

9.13 Quimica sanguinea

El suero conservado a —20°C, fue descongelado a temperatura ambiente durante 15 min previos
al inicio del analisis, una vez descongeladas se adicionaron 10 ul del suero en las cubetas del
equipo, el cual proceso las muestras automaticamente. La medicion de la concentracién sanguinea
de glucosa, colesterol total y triacilglicéridos fue realizado con el sistema automatizado SYNCHRON
CX® 5 Delta de BECKMAN-COULTER el cual utiliza el multicalibrador MULTI™ SYNCHRON CX
disefiado para este sistema, se incluyé también dentro de la corrida el control de calidad interno
correspondiente. Las determinaciones se llevaron a cabo con reactivos disefiados especialmente
para este sistema y los parametros antes mencionados fueron programados en el equipo, el cual
realiza un analisis espectrofotométrico a partir de ensayos enzimaticos que se describen a

continuacion (5).

9.13.1 Glucosa

La concentracion se determind por un método de punto final a tiempo fijo utilizando un reactivo
denominado GLU (Ref.: 467825), compuesto por: ATP 3.8 mM, NAD" 2.7 mM, hexocinasa (HC) 2.0

KUI/L, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) 3.0 KUI/L, ademas de otras substancias no
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reactivas necesarias para el funcionamiento éptimo del sistema. El equipo dispensa en forma
automatica los volumenes de muestra y reactivo. La proporciéon es 1 parte de muestra a 100 partes
de reactivo. En las reacciones dadas en el sistema de analisis durante la corrida la enzima HC
cataliza la transferencia de un grupo fosfato a partir del ATP a la glucosa formandose ADP y
glucosa-6-fosfato. Luego la glucosa-6-fosfato se oxida a 6-fosfogluconolactona con la reduccién

concomitante de NAD" a NADH por la accidn catalitica de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

(G6PDH). Puesto que el NADH muestra a 340 nm un pico de absorbancia que no tiene el NAD",

esta reaccion producira un aumento de la absorbancia a esta magnitud la cual sera proporcional a la

concentracion de glucosa la cual se expresa en mg/dl.

Las siguientes son reacciones quimicas empleadas en la cuantificacion de glucosa sérica.

Glucosa + ATP :E - = (Glucosa-6-fosfato + ADP

Glucosa-6-fosfato + NAD* _G6PDH -, g fosfogluconolactona + NADH + H*

9.13.2 Colesterol

Se utilizé un método de punto final a tiempo fijo empleando el reactivo CHOL (No. Ref.: 467825)
el cual se compone de 4-aminoantipirina (4-AAP) 0.28 mM, fenol 8.06 mM, colesterol esterasa (CE)
211 UI/L, colesterol oxidasa (CO) 216 UI/L, peroxidasa 6.667 Ul/L, ademas de otras substancias no
reactivas necesarias para el funcionamiento 6ptimo del sistema. El SYNCHRON CX® dispensa en
forma automatica los volumenes apropiados de muestra y reactivo en una cubeta, en proporcion de
1 parte de muestra a 100 partes de reactivo. En las reacciones efectuadas en el equipo la CE
hidroliza los ésteres de colesterol a colesterol libre y acidos grasos, el colesterol libre es oxidado a
colestén-3-ona y peréxido de hidrégeno por medio de la CO, la peroxidasa cataliza la reaccion del
peréxido de hidrogeno con 4-AAP y fenol produciendo quinoneimina, un producto de color.

Reacciones quimicas empleadas en la cuantificacion de colesterol sérico.

57




Ester de colesterol CE , Colesterol + acido graso

Colesterol + O, co , Colestén-3-ona + H,0,

2H,0,+ 4-AAP + Fenol __Peroxdesa - Quinoneimina + H,O

Asi, el sistema determina el cambio de absorbancia a A=582 nm, ya que este es proporcional a la
cantidad de colesterol en la muestra, de este modo el sistema puede calcular y expresar la

concentracion de colesterol en mg/dl.
9.13.3 Triacilglicéridos

Para esta determinacion se requiere del reactivo GPO (ref.: 445850), el cual mediante un
método de punto final a tiempo fijo el sistema dispensa automaticamente los volumenes en
proporcion de 1 parte de muestra por cada 100 partes de reactivo. El reactivo se compone de: lipasa
68 U/L, ATP 2.56 mM, glicerol cinasa (GK) 4 KUI/L, glicerofosfato oxidasa (GPO) 1.1 KUI/L, 4-AAP
0.71 mM, acido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenosulfonico (DHBS) 1.56 mM, peroxidasa de rabano
(HPO) 9 KUI/L, ademas de otras substancias no reactivas necesarias para el funcionamiento 6ptimo
del sistema. Los triacilglicéridos de la muestra por la adicion del reactivo son hidrolizados a glicerol y
acidos grasos libres por medio de la lipasa. Se da asi una secuencia de tres pasos enzimaticos
justamente, por la GK, el glicerol se transforma en glicerol-3-fosfato y este por accion de la GPO se
transforma en dihidroxiacetona y H,O, y asi la HPO causa el acoplamiento oxidante a partir del
peréxido de hidrogeno generado junto con el DHBS y la 4-AAP forman un colorante rojo de

quinoneimina.

Reacciones quimicas empleadas en la cuantificacién de triacilglicéridos.

Triacilglicéridos Lipasa Glicerol + acidos grasos

Glicerol + ATP ﬁg Glicerol-3-fosfato + ADP

Glicerol-3-fosfato + O, GPO Dihidroxiacetona + H,0O,

2H,0, + 4-Aminoantipirina + DHBS _HPO, Colorante Quinoneimina + HCI + 2H,0




El sistema monitoriza la variacién de la absorbancia a A=520 nm justo antes de la adicién de lipasa y
durante un intervalo fijo de tiempo tras su adiciéon. Esta variacién de la absorbancia es directamente
proporcional a la concentracion de triacilglicéridos en la muestra y el sistema la utiliza para calcular

y expresar la concentracion de triacilglicéridos en mg/d|.

9.14 Determinacion de hormonas

La concentracion de insulina y leptina se realizé por el método de radioinmunoanalisis (RIA por
sus siglas en inglés). Este método radioinmunométrico se basa en la formacidén especifica de los

complejos antigeno-anticuerpo el cual resulta ser altamente sensible y especifico. En dicha técnica,

una concentracion establecida de antigeno marcado [radiactivamente, yodo (125I)] es mezclada con

una concentracion desconocida de antigeno considerado como el analito (de la muestra) estos son
incubados con una dilucion constante de antisuero, de tal forma que la concentracion de sitios de
unién al antigeno en los anticuerpos es limitada. Por tanto se establece un sistema de competencia
entre los sitios de unién al antigeno marcado y no marcado (proveniente de la muestra), por el
numero limitado y constante de los sitios disponibles en el antisuero (Figura 11). Asi, la cantidad de
antigeno marcado unido al anticuerpo disminuira a medida que la concentracion de antigeno no
marcado aumente. Este complejo antigeno-anticuerpo formado puede ser medido por
inmunoprecipitaciéon, midiendo la radiactividad emitida por el componente marcado y comparandolo
contra la curva patron de emisiones conocidas que incrementa su concentracion de antigeno no
marcado y a partir de ésta curva, la cantidad desconocida de antigeno en la muestras puede ser

calculada.

Antigeno no marcado

i i Antigeno no marcado Anticuerpo + 2
Anticuerpo + Antigeno marcado g p Antigeno marcado

_{*{ _|_::.o_.

Figura 11. Fundamento del RIA. Reaccién antigeno-anticuerpo, el anticuerpo (Ac) especifico se
une al antigeno marcado (Ag-marca radiactiva) y no marcado (Ag) los cuales “compiten” por los
sitios de union debido a la cantidad limitada de anticuerpo en el sistema y finalmente calcula la
concentracion a partir de las cuentas por minuto emitidas para cada muestra.




9.14.1 Leptina

Para la cuantificacion de la concentracién de leptina se utilizaron 100 yl de suero de los
diferentes grupos de estudio y el estuche de leptina con no. de catalogo: RL-83K para rata, este fue
obtenido en LINCO® Research, el cual utiliza leptina de rata marcada con el isétopo radiactivo %I y
un anticuerpo especifico para leptina de rata con una sensibilidad de 0.5 ng/ml, asi como un
contador de radiaciones y (PACKARD INSTRUMENT Co.) para determinar la concentracion. El
estuche cuenta con sus propios patrones de leptina con los cuales se elaboré la curva patrén (5).

9.14.2 Insulina

Se utilizaron 100 pl de suero de los diferentes grupos de estudio y se analizd la concentracidon

de insulina en un estuche para rata con no. de catalogo: RI-13K de LINCO® Research, el cual

emplea insulina de rata marcada con el isétopo radiactivo 129 y un anticuerpo especifico para

insulina de rata con una sensibilidad de 0.1 ng/ml, el estuche contiene sus propios estandares de
insulina con los cuales se elabord la curva patrdn; asimismo se usé un contador de radiaciones
gamma (PACKARD INSTRUMENT Co.) para su cuantificacion (76).

9.15 Analisis de la expresion de RNA por RT-PCR de tiempo real

La técnica de PCR en tiempo real (del inglés real time PCR- reaccion en cadena de la
polimerasa) utilizada para amplificar y simultaneamente cuantificar de forma absoluta el producto de
la amplificacion de acido desoxirribonucleico (DNA), emplea un molde de DNA, un par de
oligonucledtidos especificos, dNTPs, un tampdn de reaccion adecuado y una DNA polimerasa
termoestable; a dicha mezcla se le adiciona una sustancia marcada con un fluoréforo, la cual con
ayuda de un termociclador que alberga sensores para medir fluorescencia tras excitar el fluoréforo a
la longitud de onda apropiada, permitird medir la tasa de generacion de uno o mas productos
especificos.Por tanto nosotros determinamos la presencia de RNAm especificos para las proteinas
ABD y ASD, para ello se utilizaron 300 ng de RNA total, los cuales fueron sujetos a la reaccion de la
Transcriptasa Reversa (RT) y amplificados por la Reaccion en Cadena de la Polimerasa usando
Tagman Universal Master Mix (APPLIED BIOSYSTEM). Las sondas y oligonucleétidos de los genes
de estudio especificos para rata fueron obtenidos por APPLIED BIOSYSTEM® (Pre-developed
TagMan Assay Reagents Control kits). A6D (no. cat. Rn00580220 m1) y A5D (no. cat.
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Rn00584915_m1). Todos los resultados fueron normalizados contra el gen constitutivo -actina. Las
regiones diana para la deteccién de las elongasas (ELOVL 2 y 5) y el gen constitutivo fueron
construidos a partir de cDNA de tejido y de células epiteliales de glandula mamaria de ratbn HC11.
Con ayuda del Light Cycler Fast Start DNA Master”-"S SYBR Green | (Roche, Indianapolis, IN), se
obtuvieron las regiones para la reaccion de amplificacion de los genes de estudio: para ELOVL 2, el
oligonucleétido directo fue (GGA AGA AAT ACC TCA CGC AG) y el reverso (TGG CTT TTT TCG
GTA TGT C); para ELOVL 5, el oligonucleotido directo fue (CTC AAC CTG CTG TCT CTC TA) y el
reverso (ATC TGG TGG TTG TTC TTA CG); para B-actina, el oligonucleétido directo (TGG AAT
CCT GTG GCA TCC ATG) y el reverso (TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG) posteriormente estos

fueron sujetos a la reaccion de la PCR de tiempo real usando el Light Cycler 2.1 (ROCHE).

9.16 Analisis de la concentracion de proteina por Western Blot

Es una técnica analitica usada para detectar proteinas especificas en una muestra determinada.
Mediante una electroforesis en gel se separan las proteinas atendiendo al criterio que se desee:
peso molecular, estructura o hidrofobicidad, etc. Estas posteriormente son transferidas a una
membrana adsorbente [tipicamente de nitrocelulosa o de fluoruro de polivinildeno (PVDF)] para
poder buscar la proteina de interés con anticuerpos especificos contra ella. Finalmente, se detecta
la unién antigeno-anticuerpo por actividad enzimatica o fluorescencia. De esta forma se puede
estudiar la presencia de la proteina en el extracto y analizar la cantidad relativa respecto a otras
proteinas de acuerdo a la intensidad de la banda la cual es comparada contra un anticuerpo que no
modifica su concentracion (gen constitutivo). Alrededor de 200 mg de glandula mamaria fueron
homogenizados en RIPA, amortiguador de lisis, [PBS 1%, NP-40 1%, Desoxicolato de sodio 0.5%,
SDS 0.1% y Azida de sodio 0.006% (g/vol)]. Posteriormente a cada muestra se le determiné la
concentracion total de proteina por el método de Bradford (apartado 6.7.4) y se cargd en un gel de
SDS al 10% durante 2 h 30 min para poder ser transferido a una membrana de nitrocelulosa (0.45
um BIO-RAD 9364001). Cada membrana fue probada con los anticuerpos de estudio: A6D, A5D,
ELOVL 2 y ELOVL 5 a una dilucién 1:500 en TBSt (Tris-buffer salina tween, pH= 7.4: Tris HCI 20
mM, NaCl 500 mM, Tween-20, 0.01%) con 5% de leche, e incubados durante 60 min. Al A6D y ASD

se les agrego el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa y ELOVL 2 y 5 fue incubado con

el anticuerpo secundario apropiado (SANTA CRUZ). La proteina fue detectada por

quimioluminiscencia y revelada en una placa de rayos X (KODAK). El analisis de densitometria de

cada muestra fue realizado con el programa ImagedJ. Cada membrana incluye 8 muestras de las
61




cuales las primeras cuatro son grupo C y las otras 4 grupo R. Todos los resultados fueron

normalizados con y-tubulina.

9.17 Analisis Estadistico

9.17.1 Gestacion

Todos los datos fueron expresados como la media £ EE. El analisis estadistico fue hecho con la
prueba de t de Student para comparar el grupo C y R. Los resultados del RT-PCR de tiempo real
fueron expresados con respecto al control y normalizados como (RNAm/B-actina). Los datos del
Western Blot fueron normalizados con y-tubulina y expresados relativos al control; p<0.05 fue

considerado como diferencia significativa.

9.17.2 Lactancia

Los resultados de los animales del mismo grupo fueron promediados y el analisis final fue
realizado solamente por el numero de camadas. El analisis estadistico fue hecho con la prueba de t

de Student para comparar el grupo C y R. Ademas se analiz6 con la prueba de t de Student los

datos entre machos y hembras, p < 0.05 fue considerado significativo.







10. RESULTADOS

10.1 Peso Corporal e ingesta de alimento de las madres durante la gestacion.

Cuando se compararon los grupos R y C del dia 1 al 19 dG en la ganancia de peso e ingesta de
alimento, no encontramos diferencias significativas. La ganancia total de peso de ambos grupos de
estudio desde el dia cero al 19 dG fue de 75 g (Figura 12).
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Figura 12. A) peso corporal (g) y B) ingesta de alimento (g/dia) de madres durante la gestaciéon
hasta el dia 19, madres alimentadas con dieta control (C - 20% n= 7) o restringida (R — 10% n=6),
los resultados estan expresados como la media + EE.

10.2 Parametros maternos a 19 dG
Las madres de 19 dG no presentaron diferencias estadisticamente significativas en el peso corporal

y contenido de proteina entre los grupos, sin embargo, el contenido de grasa corporal fue menor en
el grupo R (Tabla 2).

Tabla 2. Peso corporal y composicién corporal de madres 19 dG alimentadas con dieta control (C-
20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE. * p<0.05 vs C.

Grupo Control (n=7) | Restringido (n=6)
Peso corporal (g) 314 £ 13 305+ 12

Grasa (g) 9+1 7+0.8"
Proteina (g) 30+3 264

Composicion corporal




10.3 Caracteristicas bioquimicas en el suero materno a 19 dG

Los triacilglicéridos, colesterol, glucosa no tuvieron cambios significativos entre ambos grupos
experimentales. Sin embargo, las concentraciones de leptina materna fueron mas altas en el grupo
R con respecto al C y la insulina aument6 3.6 veces mas en el grupo R en comparacion con el C
(Tabla 3).

Tabla 3. Parametros bioquimicos en suero 19 dG, madres alimentadas con dieta control (C-20%) o
restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE. * p<0.05, ** p<0.01 vs C.

Grupo Control (n=7) Restringido (n=6)
Glucosa (mg/dl) 64 +3 54 + 11
Triacilglicéridos (mg/dl) 237 + 32 239+ 13
Colesterol (mg/dl) 44 + 4 42 + 2

Insulina (ng/ml) 0.19+0.04 0.88 £ 0.2**
Leptina (ng/ml) 5+0.1 7+£0.7"

HIGADO MATERNO 19 dG

10.4 Composicion del higado a 19 dG

El peso y la proteina en el higado no fue diferente entre los grupos, sin embargo, el contenido de

grasa en el higado resulté menor en el grupo R (Tabla 4).

Tabla 4. Peso, contenido de grasa y de proteina en el higado de 19 dG de madres alimentadas con
dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE. *
p<0.05 vs C.

Grupo Control (n=7) | Restringido (n=6)
Peso (g) 12.1+£0.7 11.4+0.5
Grasa (mg/100mg) 9.3+1 6.2+0.7%
Proteina (mg/100mg) 3+0.3 46+0.8




10.5 Porcentaje de acidos grasos en el higado materno a 19 dG

La composicion de acidos grasos en el higado muestra que los monoinsaturados y los omega 3
estan en menor proporcion en R vs C, en su analisis individual podemos decir que el acido oleico
(C=26 +1.4 vs R=22 + 1.3* %), el acido araquidico (C= 0.3 £ 0.01 vs R=0.2 £ 0.01* %), el AA (C=
531+£1.6vsR=3.9%0.6"%)yel DHA (C=1.2+£0.06 vs R=0.8 £ 0.07* %) se encuentran en menor

proporcion en el grupo R con respecto al C (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de acidos grasos en el higado materno 19 dG de madres alimentadas con dieta
control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE. *
p<0.05 vs C.

Acidos Grasos (%) Control (n=7) | Restringido (n=6)
Total monoinsaturados 29+1.6 24 +1.6*
Total saturados 56 £4.0 61+ 3.0

Total poliinsaturados 15+24 15+1.0
Omegas 3 1.4 +£0.08 09+0.9*
Omegas 6 13+2.0 13+1.0

10.6 Expresion génica de enzimas desaturasas y elongasas en el higado materno a 19 dG

La expresion de las enzimas A5D, A6D, ELOVL 2 y ELOVL 5 se observaron disminuidas en el grupo
R con respecto al C, este efecto parece ser que repercute en el porciento de acidos grasos de forma
especial en el AAy DHA en el higado de la madre (Figura 13).
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Figura 13. La abundancia relativa de la expresion génica de las enzimas A) A5D y A6D, B) ELOVL 2
y ELVOL 5, y C) acidos grasos (%) (AA y DHA) en el higado de las madres de 19 dG, madres
alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como
la media £ EE. n =5 por grupo *p < 0.05 vs C, ** p<0.01 vs C.
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GLANDULA MAMARIA A 19 dG

10.7 Composicion bioquimica de la glandula mamaria a 19dG
El peso y el contenido de grasa en la glandula mamaria fue menor en el grupo R y el contenido de

proteina no fue diferente entre los grupos (Tabla 6).

Tabla 6. Peso, grasa y contenido de proteina en la glandula mamaria de 19 dG, madres alimentadas
con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media +
EE. * p<0.05 vs C.

Grupo Control (n=7) Restringido (n=6)
Peso (g) 17 +£0.9 13+0.9*
Grasa (mg/100mg) 13+£0.7 10 £ 0.8*
Proteina (mg/100mg) 7.3+£0.8 7.2+05

10.8 Porcentaje de acidos grasos en la glandula mamaria materna a 19 dG

El porcentaje de acidos grasos monoinsaturados, saturados y poliinsaturados no fue diferente entre
los grupos de estudio (Tabla 7), sin embargo en el analisis por separado de los componentes grasos
observamos que el 4cido laurico (C= 0.5 £ 0.03 vs R= 0.3 £ 0.05* %), el AA(C=3+0.1vs R=2 ¢
0.08* %), el EPA (C= 0.1 £ 0.002 vs R= no detectable %) y el DHA (C= 0.4 £ 0.002 vs R= 0.02

0.001* %) estan en menor proporcion en el grupo R comparado con el grupo C.

Tabla 7. Porcentaje de acidos grasos en la glandula mamaria a 19 dG, madres alimentadas con
dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media * EE.

Acidos Grasos (%) Control (n=7) | Restringido (n=6)

Total monoinsaturados 34 +0.8 32+2
Total saturados 34+0.8 34+0.9
Total poliinsaturados 32+0.7 34 +2
Omegas 3 1+0.04 1+0.08
Omegas 6 31+0.7 33+2




10.9 Analisis histolégico y microfotografias de la glandula mamaria a 19 dG

El analisis histolégico y las microfotografias muestran que el grupo C tiene mayor desarrollo 16bulo
alveolar y menos tejido adiposo respecto del R, donde se ve que existe mayor adiposidad y menor
abundancia de desarrollo glandular (Figura 14), también se observa menor tamafio en las células

acinares, asi como menor area citoplasmatica con respecto al grupo C (Figura 15).
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Figura 14. A) analisis histologico (% de area) y B) Microfotografias de la glandula mamaria (10 X)
de las madres a 19 dG, madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los
resultados son expresados como la media £ EE. n = 6-7 por grupo *p <0.05 vs C.
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Figura 15. A) area acinar (um?), B) citoplasma (um?), C) tamafio del nucleo (um?) y D)
Microfotografia de la glandula mamaria (100 X) de las madres a 19 dG, madres alimentadas con

dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE. n
= 6-7 por grupo *p <0.05 vs C.




10.10 Expresion génica de las enzimas desaturasas y elongasas en la glandula mamaria
materna a 19 dG

La expresion génica de las enzimas A5D, A6D, ELOVL 2 y ELOVL 5 y el contenido de AAy DHA se
observo disminuida significativamente en el grupo R con respecto al C (Figura 16). La elongasa 2 no

fue detectable (ND) por este método en la GM para los dos grupos de estudio.
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Figura 16. La abundancia relativa de la expresion génica de las enzimas A) ASD y A6D, B) ELOVL 5
y ELOVL 2, C) Acidos grasos (%) (AA y DHA), en la glandula mamaria de las madres de 19 dG,
madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son
expresados como la media + EE. n = 5 por grupo *p < 0.01 vs C.




10.11 Concentracion de las enzimas desaturasas y elongasas en la glandula mamaria

materna a 19 dG

En el analisis de Western Blot la A6D (Figura 17A) mostro mayor expresion de la proteina en el
grupo R en comparacion con el C, mientras que en la expresion de las demas proteinas no

encontramos diferencias significativas entre los grupos de estudio (Figura 17 B, C y D).
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Figura 17. Concentracion de las enzimas A) A6D, B) A5D, C) ELOVL 2 y D) ELOVL 5, en la
glandula mamaria de las madres de 19 dG, madres alimentadas con dieta control (C-20%) o
restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE. n =4 por grupo.




RESULTADOS EN FETOS 19 dG

10.12 Parametros fetales 19 dG
Los fetos de los diferentes grupos de estudio no presentaron diferencias con respecto al peso y
tamafo de la placenta, sin embargo, el peso corporal, peso del higado y porcentaje de grasa en

higado fueron menor en el grupo R (Tabla 8).

Tabla 8. Caracteristicas del feto y la placenta a 19 dG, madres alimentadas con dieta control (C-
20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE. *p<0.05, ** p<0.01
vs C.

Grupos Control (n=7) Restringido (n=6)
No. Fetos/madre 10.3+0.9 92+06

Peso de la placenta (g) 0.42 £ 0.02 0.40 £ 0.02
Diametro de la placenta (mm) 0.99+0.01 0.96 £ 0.02
Peso del feto (g) 3.1+£0.3 20+0.1*

Peso del higado fetal (mg) 175 £ 19 140 + 3*

Grasa del higado fetal (mg) 358+1.8 18.7 £ 2.7**

El peso de los cerebros fetales no tuvo diferencia significativa (Figura 18 A), sin embargo, el
contenido de grasa y el porcentaje de DHA fue menor en el cerebro del grupo R respecto del C
(Figura 18 B y C). El color y aspecto de los cerebros del grupo R presentaron diferencias (puntos

negros) con respecto al C (Figura 18 D).
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Figura 18. A) peso del cerebro (mg), B) grasa del cerebro (mg/100mg), C) DHA (%) y D) fotos de los
cerebros de los fetos de 19 dG, de madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-
10%). Los resultados son expresados como la media £ EE, n = 6-7 por grupo *p < 0.01 vs C.




RESULTADOS EN LA LACTANCIA
10.13 Peso materno durante la gestacion y lactancia

Las madres del grupo R no tuvieron diferencia significativa en el peso durante la gestacion, sin
embargo, desde el dia 6 de lactancia el grupo R presenté menor peso y menor ingesta de alimento,

aunque al final de la lactancia no se diera ninguna diferencia en la ingesta (Figura 19).
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Figura 19. A) peso corporal materno (g) y B) ingesta de alimento (g/dia) durante la gestacién y
lactancia. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son
expresados como la media + EE, n = 6-7 por grupo *p < 0.05.vs C.

10.14 Parametros maternos a 7 dL
Las madres R tuvieron menor peso en glandula mamaria e higado, sin embargo, no hubo

diferencias en el peso corporal (Tabla 9).

Tabla 9. Pardmetros maternos a 7 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida
(R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE, *p < 0.05.vs C.

Grupo Control (n=7) |Restringida (n=6)

Peso corporal (g) 219+4 210+£5

Glandula mamaria (g) 28+2 17 + 1%

Higado (g) 13+£0.3 10 £ 0.4*
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10.15 Parametros bioquimicos maternos a 7 dL

No hubo diferencias estadisticas en las concentraciones de glucosa, leptina y colesterol en los
sueros de los diferentes grupos de estudio, sin embargo el restringido tuvo menor concentracién de

insulina y triacilglicéridos (Tabla 10).

Tabla 10. Parametros bioquimicos en madres de 7 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-
20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE, *p < 0.05.vs C.

Grupo Control (n=7) | Restringida (n=6)

Glucosa (mg/dl) 103+5 95+8

Insulina (ng/ml) 1.5+£0.2 0.8 £+0.09*

Leptina (ng/ml) 2.8+01 34+04

Triacilglicéridos (mg/dl) 78 £ 11 40 + 5*

Colesterol (mg/dl) 39+4 34 +1




10.16 Histologia de la glandula mamaria 7 dL

El analisis histolégico y las microfotografias muestran que el grupo C tiene mayor desarrollo 16bulo
alveolar y menor tejido adiposo respecto a los grupos R donde se ve que existe mayor presencia de

tejido adiposo y menor desarrollo glandular a 7dL (Figura 20).
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Figura 20. A) andlisis histolégico (% de area) y B) microfotografias de la glandula mamaria de las
madres a 7 dL, madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados
son expresados como la media + EE, n = 6-7 por grupo *p < 0.05 vs C.




10.17 Produccion y concentracion de leptina en la leche 7 dL

A7 dL las madres R tienen menor produccién de leche (Figura 21 A), pero mayor consumo por parte

de las crias (Figura 21 B). Con respecto a la concentracién de leptina en la leche (Figura 21 C), no
existe ninguna diferencia significativa.
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Figura 21. A) produccioén de leche (g/h), B) ingesta de leche de la cria (mg/h) y C) concentracién de
leptina en la leche 7 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los
resultados son expresados como la media + EE, n = 6-7 por grupo *p < 0.05.vs C.

10.18 Grasa total y contenido de acidos grasos en la leche de madres de 7 dL

El contenido de acidos monoinsaturados, poliinsaturados, omega 6 y AA(C=1.0+£0.1vs R=13 %
0.06* %) es mayor en el grupo R. Sin embargo, el acido laurico (C= 9.8 + 0.5 vs R=7.3 £ 0.5* %), el
acido miristico (C= 15+ 1 vs R=9 £ 1* %) y el acido palmitico (C= 37 + 1 vs R=29 + 1* %) se
encontraron en menor proporcion en el grupo R vs C. El porciento de DHA (C= 0.14 £ 0.01 vs R=
0.17 £ 0.02 %), no fue diferente entre los grupos de estudio. Cabe mencionar que aunque la
produccion de la madre es menor (Figura 22), el consumo de grasa y de los componentes grasos es
mayor en el grupo R (Tabla 11 y Figura 22).

Tabla 11. Concentracién de acidos grasos en la leche a 7 dL, madres alimentadas con dieta control
(C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE, *p < 0.05.vs C.

Acidos Grasos (%) Control (n=7) Restringido (n=6)

Total monoinsaturados 22+1.0 30 £3.0*

Total saturados 66 £2.0 50 £ 2.0*
Total poliinsaturados 11+£1.0 20+ 2.0"
Omega 3 0.3 +£0.02 1.0+ 0.8*
Omega 6 11+£1.0 19+1.0*

76




=2
e
o

=
-
[=2]

AA en leche (%)
DHA en leche (%)
2 R

=
=
=

Grasa en la leche (%)

M m
O —

1]

N
.

o

.

9
=]
T
b

IS

o

o
o
™
dm

=
=
s
m
%]
@

b

%]
w
dm

Grasa consumida (g/h)

AA consumido |
CHA consumido (g/h)
=,

——

C R C R C R

Figura 22. A) grasa total (%), B) AA (%), C) DHA (%), D) grasa consumida (g/h), E) AA consumido
(g/h) y F) DHA consumido (g/h), en leches de 7 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o

restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE, n = 6-7 por grupo *p <
0.05.vs C.




10.19 Composicion bioquimica de la leche de madres a 7 dL

La concentracion de glucosa en la leche fue menor en el grupo R; Respecto al consumo en proteina

y glucosa calculada, observamos que no hubo diferencia entre los grupos de estudio (Figura 23).
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Figura 23. Composiciéon quimica de la leche. A) proteina (mg/ml), B) glucosa (mg/dl), C) proteina
consumida (g/h) y D) glucosa consumida (g/h) en leche de 7dL. Madres alimentadas con dieta

control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE, n = 6-7
por grupo *p < 0.05.vs C.




10.20 Parametros maternos a 14 dL
El peso corporal, peso de la glandula mamaria y del higado de las madres R a 14 dL fue menor

respecto al grupo C (Tabla 12).

Tabla 12. Parametros maternos a 14 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o
restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media = EE, *p < 0.05.vs C.

Grupo Control (n=7) | Restringido (n=6)
Peso corporal (g) 237+ 6 204 £ 77

Glandula mamaria (g) 38+2 19+ 1*

Higado (g) 16 £0.8 12+ 0.4*

10.21 Parametros bioquimicos maternos a 14 dL

No hubo diferencias estadisticas en las concentraciones de glucosa y colesterol en los grupos de

estudio, sin embargo en la concentracion de leptina, insulina y triacilglicéridos fue menor el grupo R

en comparacién con el grupo C (Tabla 13).

Tabla 13. Parametros bioquimicos en madres de 14 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20
%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media £ EE, *p < 0.05.vs C.

Grupo Control (n=7) | Restringido (n=6)
Glucosa (mg/dl) 99 +10 96 +4

Insulina (ng/ml) 1.5+£0.2 0.5+0.07*
Leptina (ng/ml) 57+04 44 +0.07*
Triacilglicéridos (mg/dl) 92+19 44 + 6*
Colesterol (mg/dl) 39 +1 41 +1
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10.22 Histologia de la glandula mamaria 14 dL

El analisis histologico y las microfotografias muestran que el grupo C tiene mayor desarrollo I6bulo
alveolar y menor tejido adiposo respecto al grupo R, donde se ve que existe mayor presencia de

tejido adiposo y menor desarrollo glandular (Figura 24).
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Figura 24. A) analisis histolégico (% de area) y B) microfotografias de la glandula mamaria de las
madres a 14 dL, madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los
resultados son expresados como la media + EE, n = 6-7 por grupo *p < 0.05.vs C.




10.23 Produccidn e ingesta de alimento de las crias y concentracion de leptina en la leche 14
dL

A 14 dL las madres que producen menor cantidad de leche (Figura 25 A) y las crias que menor
ingesta de leche tienen (Figura 25 B) son las del grupo R en comparacién con su grupo C. Con
respecto a la concentracion de leptina en la leche no hubo diferencias entre los grupos de estudio
(Figura 25 C).
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Figura 25. A) produccion de leche (g/h), B) ingesta de alimento (mg/h) y C) concentracion de leptina
en la leche en madres de 14 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-
10%). Los resultados son expresados como la media + EE. n = 6-7 por grupo * p < 0.05 vs C.

10.24 Grasa total y contenido de acidos grasos en la leche de madres de 14 dL

El contenido de acidos grasos monoinsaturados, poliinsaturados en la leche es mayor en el grupo R
mientras que los saturados son menores en el mismo grupo (Tabla 14). En cuanto a su analisis
individual observamos que el acido laurico (C=12 £ 1 vs R= 8.4 + 0.6* %), acido miristico (C= 15+ 2
vs R= 10 + 0.8" %), acido palmitico (C= 35 £ 1 vs R= 10 = 0.8* %), se encontraron en menor
contenido en el grupo R comparado contra su C. Con respecto al porciento de grasa y DHA no hubo
diferencias significativas entre los grupos de estudio (Figura 26 Ay B), pero el porciento de AA en el
grupo R fue mayor con respecto al grupo C (Figura 26 C). Cabe mencionar que debido a la menor
produccion de leche materna y a la menor ingesta de alimento por parte de las crias (Figura 25 Ay

B), existe menor ingesta de grasa (Figura 26 D) y menor ingesta de DHA (Figura 26 F) y en cuanto

al consumo de AA no hubo diferencias significativas entre los grupos de estudio (Figura 26 E).




Tabla 14. Concentracion de acidos grasos en la leche a 14 dL, madres alimentadas con dieta
control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media £ EE. * p <
0.05 vs C.

Acidos Grasos (%) Control (n=7) | Restringido (n=6)
Total monoinsaturados 26+2 33+1*

Total saturados 66 +4 55 + 2*

Total poliinsaturados 7.3 %1 13+0.9*
Omega 3 0.1+£0.03 0.3 +0.03*
Omega 6 7215 12.3+0.9*
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Figura 26. A) grasa total (%), B) AA (%), C) DHA (%), D) grasa consumida (g/h), E) AA consumido
(g/h) y F) DHA consumido (g/h), en madres a 14 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%)

o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE. n = 6-7 por grupo* p <
0.05vs C.
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10.25 Composicion bioquimica de la leche de madres de 14 dL

A 14 dL la concentracion de proteina y el consumo de la misma fue menor en el grupo R, sin

embargo el contenido de glucosa no fue diferente entre los grupos de estudio (Figura 27).
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Figura 27. Composiciéon quimica de la leche. A) proteina (mg/ml), B) glucosa (mg/dl), C) proteina
consumida (g/h) y D) glucosa consumida (g/h) en leche de 14 dL. Madres alimentadas con dieta

control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE. n = 6-7
por grupo * p <0.05 vs C.




10.26 Parametros maternos a 21 dL

El peso corporal y el de la glandula mamaria fue menor en el grupo R en comparacién con el C

(Tabla 15), sin embargo el peso del higado no mostro ninguna diferencia estadistica.

Tabla 15. Parametros maternos 21dL, madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida
(R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE. * p < 0.05 vs C.

Grupo Control (n=7) |Restringido (n=6)
Peso corporal () 233+ 8 189 + 8*

Glandula mamaria (g) 25+2 13+ 2*

Higado (g) 12+0.2 11+0.7

10.27 Parametros bioquimicos maternos dia 21 dL

La concentracion de insulina, triacilglicéridos y colesterol fue menor en el grupo R, mientras que la

glucosa y leptina no tuvieron diferencias significativas entre los grupos de estudio (Tabla 16).

Tabla 16. Parametros bioquimicos en madres de 21 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-

20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE. * p <0.05 vs C.

Grupo Control (n=7) | Restringido (n=6)
Glucosa mg/dl 102+ 8 97 +5

Insulina ng/ml 1.2+0.08 0.2+0.017
Leptina ng/ml 1.8+0.3 1602

TG mg/dl 75+7.9 59 + 2.6*
Colesterol mg/di 58+4.2 49 + 1.3




10.28 Histologia de la glandula mamaria 21 dL

El andlisis histolégico y las microfotografias muestran que al final de la lactancia los grupos de
estudios son semejantes en cuanto al desarrollo I6bulo alveolar aunque el contenido de grasa es
menor en el grupo R (Figura 28).
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Figura 28. A) analisis histolégico (% de area) y B) microfotografias de la glandula mamaria de las
madres a 21 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los
resultados son expresados como la media + EE. n = 6-7 por grupo * p <0.05 vs C.




10.29 Produccion y concentracion de leptina en la leche 21 dL
El grupo R tuvo menor produccién de leche y menor consumo por parte de la cria, la concentracion

de leptina en la leche no fue diferente (Figura 29).
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Figura 29. A) produccién de leche (g/h), B) Ingesta de alimento (mg/h) y C) concentracion de leptina
en la leche en madres de 21 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-
10%). Los resultados son expresados como la media + EE. n = 6-7 por grupo * p < 0.05 vs C.
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10.30 Grasa total y contenido de acidos grasos en la leche de madres de 21 dL

En el analisis del porciento total, tanto de grasa, como de AA y DHA no tuvimos diferencias
significativas (Figura 30 A, B y C). sin embargo los acidos grasos monoinsaturados se encuentran
en menor proporcion en el grupo R vs el C, con respecto a los demas componentes no se muestra
diferencias significativas, (Tabla 17) sin embargo, en el andlisis individual observamos que el acido
laurico (C=12.5 % 0.7 vs R=10 + 0.2* %), el acido palmitoleico (C= 3.2 + 0.2 vs R=2.4 £ 0.2* %), el
acido oleico (C= 27 +1 vs R= 23 £ 0.6* %) y DHA (C= 0.4 £ 0.02 vs R= 0.2 + 0.007* %) estan en
menor porcentaje en la leche de R vs C y debido a la menor produccion materna y el menor
consumo por parte de la cria (Figura 29 A y B) observamos que el grupo R consume menos AA 'y
menos DHA (Figura 30 E y F).

Tabla 17. Concentracion de acidos grasos en la leche a 14 dL. Madres alimentadas con dieta
control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media £ EE. * p <
0.05 vs C.

Acidos Grasos (%) Control (n=7) Restringido ( n=6)

Total monoinsaturados 30+1.2 26 +0.8"
Total saturados 48 + 3.6 50+1.7
Total poliinsaturados 22+14 23+1.3
Omega 3 0.5+0.07 0.5+0.02
Omega 6 22+1.3 23+1.2
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Figura 30. A) grasa total (%), B) AA (%), C) DHA (%), D) grasa consumida (g/h), E) AA consumido
(g/h) y F) DHA consumido (g/h), en madres de 21 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%)

o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE. n = 6-7 por grupo * p <
0.05vs C.




10.31 Composicion bioquimica de la leche de madres de 21 dL

Al dia 21 dL no hubo diferencias significativas en la concentracion de glucosa y proteina en los

grupos de estudio, pero si observamos menor consumo de glucosa por parte del grupo R (Figura
31).
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Figura 31. Composicién quimica de la leche A) glucosa (mg/dl), B) proteina (mg/ml), C) glucosa
consumida (g/h) y D) proteina consumida (g/h) en leche de 21dL. Madres alimentadas con dieta
control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media £+ EE. n = 6-7
por grupo *p <0.05vs C.




RESULTADOS DE LAS CRIAS DURANTE LA LACTANCIA

10.32 Parametros de las crias al nacimiento, 7,14 y 21 dL

Al dia del nacimiento tanto hembras como machos no tuvieron ninguna diferencia significativa en
peso, observamos menor diametro cefalico en las hembras y machos del grupo R y menor longitud
corporal en las hembras respecto de los machos. Al dia 7, 14 y 21 las crias provenientes de madres
restringidas, tuvieron menor peso corporal asi como menor peso del higado y del cerebro (Tabla 18).

Tabla 18. Medidas morfométricas al dia del nacimiento y peso corporal, del higado y cerebro de las
crias a 7, 14 y 21 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los
resultados son expresados como la media + EE. *p < 0.05 vs C. *p < 0.05 significa diferente entre
SEXos.

Grupo Control (n=12) Restringido (n=14)

Nacimiento

& Peso corporal (g)

6.4+0.2

6.1+.02

& diametro cefalico (mm)

11 +0.08

10 £ 0.1*

& diametro abdominal (mm)

14 + 0.1

14 +0.1

& longitud corporal (mm)

50+0.2

51+0.6

Q Peso corporal (g)

57+0.2

57+0.2

Q diametro cefalico (mm)

11+0.2

10+ 0.1*

Q diametro abdominal (mm)

13+0.1

13+0.1

Q longitud corporal (mm)

48 +0.3

48 + 0.4%

& Peso corporal (g)

12+1.2

1+£0.5

J Peso higado (g)

0.92 £ 0.01

0.79 £ 0.01*

& Peso cerebro (g)

0.36 = 0.01

0.36 = 0.01

Q Peso corporal (g)

1+£1.0

10+0.4

Q Peso higado (g)

0.9 + 0.01

0.6 + 0.01*

Q Peso cerebro (g)

0.5+0.01

0.45 £ 0.009*




& Peso corporal (g)

21+11

15+0.8*

& Peso higado (g)

1.2+0.02

0.9 +0.06*

& Peso cerebro (g)

1.0+ 0.02

0.9 + 0.009*

Q Peso corporal (g)

20+ 11

14 +0.7*

Q Peso higado (g)

1.2+0.02

0.9+0.01*

Q Peso cerebro (g)

1.0 £ 0.004

0.9 £ 0.006*

& Peso corporal (g)

30+3.0

17 £1.7%

& Peso higado (g)

1.5+ 0.06

0.9+0.1%

& Peso cerebro (g)

1.6 £0.03

1.4 £ 0.02*

Q Peso corporal (g)

20+2.38

16 £ 1.8*

Q Peso higado (g)

1.5+0.04

1.0 £ 0.02*

Q Peso cerebro (g)

1.5+ 0.02

1.3+0.03*

10.33 Concentraciones séricas de leptina en las crias

En las graficas se observa un retraso en el aumento de la concentracidon de leptina en el grupo R en

comparacion con el grupo C (Figura 32).
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Figura 32. Concentracién de leptina en el suero de las crias de 2, 7, 14, 21 y 25 dias de madres
alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como
la media £ EE. n = 6-7 por grupo. *El valor maximo de leptina en el mismo grupo p < 0.05.
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10.34 Composicion corporal de las crias a 21 dL.

En la relacién grasa: proteina corporal de las crias se observoé que no hubo diferencias entre sexos

y los grupos de estudio (Figura 33).
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—— Hembras

Relacion Grasa:Proteina

Figura 33. Relacion (grasa:proteina) de las crias a 21 dL de madres alimentadas con dieta control
(C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como la media + EE. n = 6-7 por
grupo *p <0.05vs C.
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11. DISCUSION

Muchos investigadores han examinado el efecto de la desnutricibn materna durante el
embarazo y la lactancia en las crias, sin embargo, pocos estudios han tomado en cuenta el impacto
de la restriccion proteinica sobre las adaptaciones del metabolismo e implicaciones en el desarrollo
de 6rganos claves maternos y sus efectos en la formacion del cerebro del feto y neonato durante la
gestacion y la lactancia. La desnutricion temprana afecta la susceptibilidad a las enfermedades
cronicas en la edad adulta (154), y la dieta materna baja en proteinas puede programar la actividad
enzimatica de las crias (155). Estudios previos indican que las crias de ratas alimentadas con dieta
baja en proteinas durante el embarazo, tenian mayor susceptibilidad a desarrollar enfermedades
cronicas en la vida adulta (5, 38) y las madres las cuales habian sido sometidas a estas condiciones
de restriccidon, desarrollaban adaptaciones metabdlicas para mantener la demanda de sustratos a
sus crios y permitir el desarrollo fetal adecuado (3, 5, 38).

Durante la primera mitad del embarazo hay un incremento de la ingesta de alimento en humanos,
en ratas se observa durante el dia 10 a 16 dG, debido al aumento en el desarrollo de 6rganos y
proliferacion celular fetal (76). Este efecto lo observamos de igual forma en nuestros grupos de
estudio, donde desde el dia 8 de gestacion hasta el 15 dG, encontramos mayor ingesta de alimento
en ambos grupos de estudio. Otra adaptacion metabdlica existente durante los primeros dias de la
gestacion, es la acumulacion progresiva de depédsitos de grasa, tanto en ratas como en humanos,
esto ocurre debido al aumento de la lipogénesis del tejido adiposo, hiperfagia y glicerol-neogénesis

(156). En nuestro estudio observamos que durante la gestacion, no hubo diferencias significativas

en la ganancia de peso materna entre los grupos, sin embargo, a 19 dG el contenido de grasa en el

higado y corporal fue menor en las madres del grupo restringido, lo cual repercutié directamente, en
el peso corporal fetal, ya que los fetos de madres restringidas, presentaron 25% menos del peso
con respecto al control, resultados similares se han reportado en los experimentos de restriccion
proteinica severa (6%) (157).

Existen numerosos estudios en animales los cuales han investigado la restriccion proteinica
materna y el efecto en el metabolismo de la glucosa en la descendencia (5, 158), sin embargo, poco
se sabe, sobre la respuesta materna derivada de esta condicion. En el experimento, no observamos
diferencias en las concentraciones séricas de glucosa materna con respecto al control, esta
condicion, probablemente pueda ser justificada, debido al incremento en la concentracién de
insulina en este grupo, la cual puede estar mediando, la glucosa ingerida por los tejidos periféricos y

suprimir la produccién hepatica de glucosa, esto sugiere que la restriccion proteinica materna
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genera adaptaciones metabdlicas de la glucosa al final de la gestacion. La hiperinsulinemia es un
hallazgo frecuente en el embarazo (158) y la resistencia a la insulina es responsable tanto de la
disminucién de la lipoproteina lipasa del tejido adiposo, como el aumento en la actividad lipolitica del
mismo, esta condicién resulta en el incremento en la sintesis de triacilglicéridos, lo cual genera
mayor AG y glicerol en el higado, esto se refleja en las concentraciones de triacilglicéridos en el
suero, el cual se ve incrementado tres veces mas que los parametros en condiciones de no
embarazo (159), este efecto fue similar en nuestro modelo experimental, ya que los triacilglicéridos
en ambos grupos de estudio se incrementaron, mas del doble de la concentraciéon normal que
presentan ratas virgenes (159, 160).

La leptina es una hormona que regula la ingesta de alimentos y el gasto energético. Las
concentraciones de leptina aumentan generalmente desde el principio hasta el final del embarazo
(161, 162). Durante este periodo, los altos niveles de leptina no intervienen en la regulacion de la
ingesta de alimentos (163). En nuestro estudio las concentraciones séricas de leptina estaban en el
rango de las ratas prefiadas (3 a 7 ng/ml). Sin embargo, las concentraciones de leptina en el suero
de las ratas R en ayunas eran mas altos que los de las ratas C embarazadas, a pesar de tener
menor grasa corporal en este grupo, por lo que las altas concentraciones de leptina en las madres R
probablemente repercuta en el balance de energia materno y el desarrollo del feto, promoviendo al
progreso de enfermedades de tipo metabdlico, reproductivo y cognitivo en la vida adulta de estas
crias (5, 37, 38, 164).

La restriccion proteinica materna, afecto significativamente la composicién del higado y glandula
mamaria, asi como la produccién de AGPIs-CL en ambos tejidos maternos. Una explicacion de
cdmo la baja en proteinas (por tanto de aminoacidos) dietarias, afecta el establecimiento y
desarrollo de la glandula mamaria, durante la gestacion puede ser que, la madre depende de los
componentes nutricios de la dieta, para desarrollar la glandula mamaria, dentro de los cuales la
fraccibn que mayormente necesita es la de proteinas (165), para poder desarrollar los conductos

|6bulo-alveolares y permitir la proliferaciéon y diferenciacion celular (96, 166) antes de la lactancia, si

este desarrollo no se da en tiempo y forma, probablemente repercuta en la produccién y calidad de

la leche materna (167-169). Datos de Mayer y col demuestran que la baja de proteina en la dieta
afecta en el desarrollo de la glandula mamaria de la oveja y por tanto repercute directamente en la
produccion de leche de estas ovejas principalmente en el tiempo de duracién del calostro (170).
Nuestros datos muestran que la restriccidon proteinica, afecta el tamafo alveolar de la glandula
mamaria, especificamente de las células epiteliales y su proliferacion, lo cual indica que el 50%

menos de proteina en la dieta, resulta inadecuado para el desarrollo normal de la glandula mamaria,
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pero también para el higado ya que ambos tejidos presentaron menor contenido de AGPIs-CL al
final de la gestacion, nosotros creemos que puede ser debido, a que probablemente no hay
disponibilidad de aminoacidos para la sintesis de las enzimas (desaturasas y elongasas)
responsables de la formacion de estos compuestos o bien otra posible explicacion, es que la
actividad enzimatica, la cual, puede verse afectada, especificamente, en los mecanismos de
acetilaciéon y metilacion de histonas, que permiten la relajacion o compactacién de la cadena de
DNA para generar sefales de activacion o represion de las funciones enzimaticas, este pudiera ser,
la clave para explicar por qué no hay una adecuada concentracion de DHA y AA tanto en el higado
como en la GM a 19 dG.

Durante el desarrollo, la madre debe consumir AGPIs, los cuales pueden ser obtenidos de la dieta y
sintetizados tanto por el higado como la GM y ser transferidos al feto por la placenta (88) y por la
leche en la lactancia (10), para permitir el desarrollo y maduracién corporal y cerebral del individuo
(76). En la restriccion proteinica materna resulté de manera negativa la capacidad del higado y de la
GM de la madre para desaturar y elongar el AL y a-ALN, ya que se demostrd que existi6 menor AA
y DHA de forma significativa tanto en el higado como en la GM en el grupo R, lo cual correlacion6
con los niveles bajos de expresion de las enzimas A6D, A5D, ELOVL2 y ELOVLS5, importante
mencionar que también cuantificamos estas enzimas por PCR y los hallazgos obtenidos fueron
iguales con la diferencia de que la ELOVL2 no fue detectable por el equipo. Estudios previos de
Mercuri, et al, demostraron que la restriccion proteica materna severa (5% de proteina) durante la
gestacion disminuia la actividad A6D en el higado materno, concluyendo que este resultado
probablemente podria afectar el aporte normal de AGPIs-CL, al crio y tener consecuencias
negativas en el desarrollo de los tejidos fetales, en especial el cerebro y la retina (171). Cabe
resaltar que con esta investigacion, no s6lo pudimos corroborar lo antes indicado por Mercuri et al,
si no que se demostro, que los fetos de madres restringidas presentaban menor peso del higado y
menor concentracion de grasa tanto en el higado como en el cerebro y este tenia menor contenido
de DHA (76), por lo que los cambios en el metabolismo de lipidos del higado de la madre con
restriccion proteinica, podrian predisponer al desarrollo de enfermedades en la vida adulta del
individuo, lo cual actualmente estamos analizando en nuestro grupo, en los crios provenientes de

estas madres a diferentes edades. Estudios de Ozanne et al, demostraron en crios de tres meses

de edad (que provenian de madres restringidas durante el embarazo), que tenian menor actividad

en la A5D hepatica y por tanto menor concentraciones de DHA (155). Estos resultados, sefialaron
que ocurrian cambios desfavorables en el establecimiento de la expresidon génica de algunas

enzimas implicadas en el metabolismo de lipidos durante la gestacién, ya que estos cambios se
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veian manifestados en la cria adulta, que provenia de madres con restriccidn proteinica durante la
vida intrauterina en la rata.

Finalmente durante el ultimo periodo de la vida intrauterina de la rata (17-21 dG), se sabe, que esta
determinado por el intenso incremento del peso corporal y del cerebro, asi como los incesantes
ajustes fisioldgicos de la neurogénesis, los cuales estan altamente activos y sensibles a los cambios
en la nutricibn materna, por lo que, debe existir un continuo abastecimiento de DHA de la madre a
su crio y este debe generar un depdsito importante de este compuesto, asi como de AG, ya que
durante los primeros dias de vida extrauterina, seran de importancia vital para lograr la adaptacion y
final maduracion de todos los sistemas y ejes nerviosos del mismo (172-176), mientras se recibe el
aporte por parte de la leche materna. De hecho, se sabe que el estado nutricional de la madre
durante el ultimo periodo de la gestacién, esta asociado, con el crecimiento final fetal y en particular
para la maduracion final del sistema nervioso e inmunolégico se ha establecido una relacion directa
con las concentraciones de DHA (177). El cerebro es uno de los 6rganos con mayor composicion en
grasa y su contenido en DHA es minimo pero necesario para el buen funcionamiento de la
comunicacion celular e importante componente de los bastones de las retinas. En nuestro estudio,
el contenido de grasa en el cerebro fetal, especialmente de DHA, fue significativamente menor en el
grupo restringido en comparacién con las ratas control. Esto se correlaciona con los datos de
Burdge (81), en el que la concentracion de DHA en el cerebro del feto a los 20 dias de gestaciéon de
madres con 50% menos de proteinas fue menor en comparacién con los controles, las
consecuencias de estos cambios en la grasa del cerebro fetal por causa de una restriccion
proteinica materna estan siendo investigadas en nuestro grupo de trabajo, hasta el momento
podemos decir que las perturbaciones en la conducta de las ratas como ansiedad, insuficiente
motivacion para la exploracion y un déficit en el aprendizaje, pueden ser el resultado de esta
exposicion a la restriccion proteinica, en una ventana critica del desarrollo, la cual no permitio el
adecuado progreso y maduraciéon del cerebro, generando asi respuestas negativas en la conducta
animal durante la vida posnatal (164, 178-180).

Estudios en ratas han demostrado los diversos problemas que ocurren en el crecimiento posnatal,
cuando estas han sido expuestas a diversos regimenes alimenticios durante la gestacion y
lactancia, sin embargo, pocos estudios demuestran como es la calidad y la cantidad de la leche de
estas ratas que reciben una restriccion proteinica y sus efectos en las crias de estas madres. El

presente estudio no sblo se encarg6 de analizar los efectos de la restriccibn materna en proteinas

durante el embarazo sobre los mecanismos de sintesis y metabolismo de acidos grasos

poliinsaturados de cadena larga en la rata, si no también estudiamos, durante la lactancia la
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disponibilidad y la calidad de la leches, en especial de los componentes grasos, debido a que es la
fraccidbn mayoritaria, pero también la mas modificable frente a un desorden alimenticio, asi mismo se
analizé el contenido de AL, a ALN, DHA y AA, ya que si bien es cierto, se ha demostrado que tienen
multiples funciones durante la gestacion, poco se sabe de su aporte, funcion y accion durante la
lactancia en el individuo y sus consecuencias frente a la restriccidén proteinica.

Durante la lactancia en ratas (38) existe una pérdida de peso después del parto y se inician diversos
ajustes metabdlicos propios del periodo para llevar a cabo la lactancia. En el presente estudio
después del parto se observd una caida total de peso en los grupos experimentales y durante los 21
dias del periodo de la lactancia, encontramos que el grupo R, no tuvo ganancia de peso, en
contraste con el grupo C, donde después del parto comienza a ganar peso. Una posible explicacion
para la baja ganancia de peso en el grupo R es debido a la dieta que tiene este grupo, la madre
resiente la falta de proteina y trata de compensar esta en la leche de su cria ya que el contenido de
proteina en la leche de los diferentes grupos de estudio no resulté diferente, en los dias 7 y 21 de
lactancia, sin embargo, al dia 14 el grupo R, tuvo menor proteina, lo cual resulta contrario con lo que
reportan otros estudios con restriccion proteinica al 9%, ya que Oldham y Cols presentan menor
concentracion de proteina al dia 2, 4 y 12 de lactancia en ratas Sprague-Dawley y mayor al dia 8
comparado con su grupo control, el cual recibe 22% de proteina (181). Tanto el peso al nacimiento
en las crias como el de las madres de los diferentes grupos de estudio no fue diferente, nuestro
hallazgo de peso similares se correlaciona muy bien con lo que presentan otros estudios, donde la
restriccion de proteinas en estos porcentajes no resulta perjudicial para generar diferencia en el

peso de la madre y de las crias al nacer (182).

Actualmente se sabe que los efectos de la programacién, no incluyen cambios en el peso al

nacimiento, sino los cambios que se generan durante la vida posnatal (3). Nuestro estudio incluyo el
analisis de ganancia de peso durante la lactancia y observamos que el peso de las crias R fue
menor, tanto en hembras como en machos durante la lactancia. En ovejas restringidas durante la
gestacion y la lactancia también se observa esta tendencia (170).

El analisis de la produccion de leche se realiz6 de forma indirecta, determinando la ganancia de
peso materna (4h) e ingesta de alimento de la cria (1h) a lo largo de la lactancia, este estudio revelo
diferencias interesantes, al dia 7 dL el grupo R fue el que mayor ingesta registré con respecto al C
pero al dia 14 el grupo C duplicé su ingesta con respecto al R, ya para el dia 21 dL el grupo C come
tres veces mas que el grupo R. La produccién de leche y la ingesta de alimento son dos factores
importantes para determinar el volumen de leche total, en un contexto, hay datos en la literatura que

indican que la produccién de leche estad determinada por la mayor demanda de la cria (183, 184).
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Estudios de Pine y cols, refieren que el tiempo de espera de las madres sin sus crias también es un
factor que modifica el volumen y composicion de la leche en rata (181), por lo que una manera
posible para descartar estas dos posibilidades seria realizar un estudio a futuro en el cual
redujéramos el numero de crias y determinaramos su consumo. Otra posible explicacion puede ser
el desarrollo mamario de las madres el cual estudiamos desde la gestacién y durante la lactancia, la
bibliografia menciona que es importante que durante este periodo haya un consumo continuo de
nutrimentos por parte de la madre, para que exista un adecuado desarrollo mamario y funcién de la
misma (94, 95, 170). En este estudio, observamos que el grupo R tiene un menor peso total en la
glandula mamaria y también un menor desarrollo mamario durante la lactancia, lo cual
comprobamos con el analisis histoldégico que hicimos, por lo que probablemente podria ser otro
posible mecanismo que explique, las causas por la que haya menor ganancia de peso de las crias
asi como menor consumo. Cabe mencionar que aparte de la nutricién, también existen factores que
regulan la sintesis y secrecion de leche a nivel celular y sub-celular, asi como la regulacién
hormonal, los cuales no se encuentran muy bien comprendidos cuando hay una restriccion
proteinica materna, pero estan siendo estudiados (185, 186).

La leche materna es el alimento que cubre todas las necesidades nutricias del crio, hoy en dia
sabemos que la leche aporta cantidades importantes de carbohidratos, proteinas y grasas, los

cuales permiten al lactante crecer y madurar en sus érganos y sistemas (170, 187). En los humanos

se sabe que existe de un 6.9%-7.2% (188) de carbohidratos en la leche y en la rata es de 2.6%,

cabe mencionar que entre la leche del humano y la de la rata, existen diferencias en la composicion
de la misma, ya que la leche humana tiene mayor contenido de glucosa, pero menor contenido de
grasa, en contraste con la de la rata que tiene mayor contenido de grasa y menos glucosa (188).
Frente a la restriccion proteinica durante la gestacion y la lactancia se observo que el contenido de
glucosa en la leche al dia 7, fue menor con respecto a nuestro grupo control, este resultado es
semejante con los resultados de Pine y cols. donde al dia 8 de lactancia encuentran menor
contenido de glucosa en la leche (181) en el grupo restringido (9% de proteina). Un parametro que
no sufri6 cambios fue el contenido de agua. El mayor contenido de grasa lo tuvo el grupo R al dia 7,
tal como lo reportan otros autores (170, 189) pero al dia 14 y 21 fue menor el grupo C. Cabe
mencionar que la grasa es el componente mayoritario de la leche de rata, los triacilglicéridos es la
fraccion con mayor presencia en la misma y aportan el 70% de la energia total que requiere el
neonato para vivir (104), dentro de este aporte existe la presencia de los AGPIs-CL (190) la cual es
minima pero esencial para el neonato, se sabe que el aporte de estos componentes resulta

eficiente, siempre y cuando haya una biosintesis adecuada de ellos, tanto en el higado como la
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glandula mamaria materna, es por ello que debe ser madurada y desarrollada durante la gestacion,
para ello, como ya lo hemos mencionado dentro de nuestra discusién. La madre requiere de una
fuente adecuada de proteina y demas componentes nutricionales que favorecen el desarrollo
mamario, ya que al inicio de la lactancia sera de suma importancia aportar estos componentes en la
leche, ya que permitirdn al crio finalizar diversos procesos de maduracion como lo es el sistema
nervioso, cerebro y retina (191). Este estudio demostré que desde el dia 14 y 21 de lactancia las
crias de madres restringidas en proteina consumen menos DHA y al dia 21 dL menos AA, por tanto
la falta de estos AGPIs-CL en la vida temprana de nuestro modelo experimental podrian estar
explicando los hallazgos que hemos publicado en la vida adulta de estas ratas las cuales
presentaron alteraciones en el aprendizaje, disminucion de la motivacion, incremento de la ansiedad
y una disminucion en la exploracion (179). Estos resultados observados en la progenie a nivel
conductual y aprendizaje potencialmente los hemos relacionado a la deficiencia de proteina en la
dieta materna en especial a la menor fuente de aminoacidos esenciales o también a la relacién
acidos grasos/lipidos necesarios para el adecuado desarrollo del cerebro durante estas etapas
criticas del desarrollo; lo cual conducen a efectos negativos en la maduracion y establecimiento final
del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal.

La leptina esta presente en la leche de diferentes especies (192-194), incluyendo los seres
humanos (102). Las ratas puede transferir leptina a los recién nacidos a través de la leche (195). La
concentracion de leptina en la leche esta determinada por diversos factores, los principales son la
secrecion de leptina por parte de la glandula mamaria y la proporcion adecuada sobre el volumen
total de leche producida.

Las concentraciones de leptina son mas altas en los recién nacidos que en adultos (196, 197) a
pesar de que hay una menor proporcidon de grasa en el cuerpo inmediatamente después del
nacimiento (197). En el analisis que hicimos de las concentraciones de leptina a diferentes edades

en los diferentes grupos de estudio observamos, un retraso en la aparicién del pico de la leptina a

21 dL en el grupo R, cabe mencionar que la rata durante la vida posnatal aumenta su concentraciéon

de leptina alrededor del dia 10-14 este aumento se ha relacionado directamente con el papel central
en la maduracion del eje hipotalamo y centros del apetito (198). La leptina de forma exdgena por via
subcutanea durante este periodo conduce a la obesidad en la vida adulta (199); sin embargo, Harris
M y col han reportado lo contrario en roedores (200). Hasta el momento no existen datos de que
efectos ocurren cuando el aumento de leptina se ve retrasado como ocurre en nuestros grupo R.
Nuestros resultados hasta el momento muestran que los crios de madres R son los que menor

ganancia de peso tienen durante toda la vida (5, 37, 38), estos hallazgos indican que los efectos
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perjudiciales en el embarazo, trascienden en la vida adulta, no sélo por la gestacién deficiente sino
por el nivel de nutrimentos disponible durante la lactancia. Otro analisis que hicimos en nuestro
estudio es determinar el papel de la leptina durante este periodo. Nuestros resultados indican que
no existe una correlacion entre las concentraciones de leptina en la leche y los niveles séricos de
leptina en la cria, lo cual podria tener un importante papel en la conducta de succion del crio
demostrando asi que la motivacion por succionar no esta determinada por el consumo de leptina en
la leche. Es conocido que en los adultos la hormona leptina inhibe la ingesta de alimentos. Sin
embargo, en la correlacion que hicimos entre la concentracion de leptina sérica del crio y la ingesta
de leche se observa una respuesta muy débil, la cual no alcanza diferencias significativas en los
grupos de estudio. Este resultado puede ser comparado con las observaciones anteriores de que la

administracion de leptina no es capaz de influenciar el peso corporal, el almacén de grasa, y la

ingesta de leche (197). Finalmente podemos apoyar este hallazgo con los resultados encontrados

con la leptina exégena donde ésta no modificé la ingesta de leche en ratones de 7-10 de vida
posnatal (197). En contraste, existen otros estudios con ratas donde demostraron que las dosis
orales fisiologicas de leptina administrada durante la lactancia tienen efectos anorexigenos, sin

afectar la ganancia del peso corporal de la cria (192).
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12. CONCLUSION

Con base en los datos obtenidos podemos concluir que el costo proteinico de la gestacion,
afecta la biosintesis de los acidos grasos maternos, el desarrollo mamario y probablemente su
funcién, lo cual afecta directamente en la composicién de AGPIs- CL en el cerebro de los fetos, esto
probablemente repercuta en los procesos de maduracion y desarrollo del sistema neurologico,
corporal y visual de la cria en la vida posnatal y adulta, teniendo efectos en la respuesta motora,
conductual e indice de aprendizaje de la descendencia.

Durante la lactancia el menor contenido de grasa total y AGPIs-CL en la leche, pero ademas la
menor produccidn y el menor consumo por parte de la cria, son resultado de madres restringidas al
50% en proteina en su dieta, esto influye negativamente en la ganancia de peso y desarrollo de la
cria, lo que posiblemente predisponga a la descendencia a desarrollar enfermedades en la vida
adulta directamente vinculadas con el sindrome metabdlico, resistencia a la insulina, hipertension,
obesidad y dafio cardiovascular, por lo que un buen estado de nutricion en el momento de la
concepcion es uno de los mejores recursos para combatir los factores de riesgo durante el
embarazo y la lactancia ya que las necesidades energéticas, proteicas, minerales y vitaminicas

aumentan debido a la formacién de un nuevo ser, por tal motivo se propone una alimentacion

correcta para todas las mujeres, de ser posible aun antes del embarazo ya que el éxito que tengan

en la practica de esta, se vera reflejado en la salud fisica y emocional de su descendencia.




APENDICE 1.
Procedimiento para la elaboracion de dietas experimentales.
Los reactivos utilizados para la elaboracion de las dietas se enlistan a continuacion:

Caseina libre de vitaminas, de Harlan Teklad

L-Cistina Diclorhidrato,de Sigma Aldrich

Mezcla de Minerales AIN-76, de Harlan México S.A. de C.V.

Mezcla de Vitaminas AIN-93 VX, de Harlan México S.A. de C.V.

Colina, Clorhidrato de Sigma Aldrich

a-Celulosa de Sigma Aldrich

Almiddn de maiz de Drogueria Cosmopolita S.A. de C.V

Glucosa Anhidra de Drogueria Cosmopolita S.A. de C.V

Aceite Comestible Puro de Soya Nutrioli® de Ragasa Industrias S.A. de C.V.
Azucar refinada de Great Value®

La dieta fue elaborada de la siguiente manera

1. Se pes6 segun la formulacion mencionada en el texto, la cantidad correspondiente de cada
componente por separado usando la balanza analitica Sartorius® ED623SCW asi como la bascula
EURA® 2000/100 (cap. max.=100 Kg y d=50g), segun la sensibilidad requerida en cada caso.

2. Se pusieron todos los componentes s6lidos durante 5 minutos en una mezcladora Hobart modelo
A-200 de 20 L de capacidad, potencia de 1/3 HP y 1425 rpm, en velocidad baja. (siendo las
mezclas: de vitaminas AIN-76 y de minerales AIN-93VX las ultimas en incorporarse).

4. Después, sin detener el mezclado se agreg6 la cantidad correspondiente del aceite.

5. A velocidad intermedia se mezclé por 5 minutos y se agregd un litro de agua, hasta haber
obtenido una masa homogénea de consistencia adecuada para ser roida por los animales y a la vez
ser moldeada con las manos.

6. La dieta se almacend en bolsas de polietileno opacas, por lapsos no mayores a un mes en un
cuarto frio de 4° C.
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ABSTRACT: Suboptimal developmental environments program
oftfspring to lifelong metabolic problems. We evaluated effects of
maternal isocaloric low protein diet during pregnancy and/or lacta-
tion on milk quantity and leptin concentration at postnatal day 7. 14,
and 21. Control mothers ate 209% casein (C) and restricted mothers
(R) 10% casein to provide four groups: CC, RR, CR, and RC (first
letter pregnancy and second lactation diet) to enable evaluation of
effects influenced by maternal diet during pregnancy and lactation.
Milk leptin was not a determinant of pup serum leptin. Pup serum
leptin did not inhibit milk appetite at any postnatal age. Pup serum
leptin did not correlate with pup adipose tissue. Finally, the normal
postnatal leptin rise in pup serum was delayed by prenatal undernu-
trition. These data suggest that fetal nutrition modifies timing of
neonatal leptin surge and may contribute to the development of
altered appetite and metabolic disorders in later life. (Pediatr Res 63:
358-363, 2008)

uman epidemiologic (1) and experimental animal studies

(2) have shown that suboptimal environments in the
womb and during early neonatal life alter growth and predis-
pose individuals to lifelong health problems. Effects of ma-
ternal nutrient restriction during pregnancy and/or lactation
have been studied in many different models. A variety of
growth, endocrine and cardiovascular phenotypes result from
nutrient restriction in different developmental windows. Peri-
natal malnutrition predisposes to offspring obesity in adult-
hood by changes during the development of central neural
pathways mediated by regulatory mechanisms including leptin
(3). Rapid catch-up growth after early growth restriction
increases the risk of developing obesity and cardiovascular
disease in later life (4.5).

One of the most important neonatal factors involved in
developmental programming is the adequacy of nutrition dur-
ing the lactation period. Breast feeding decreases the risk of
obesity in later childhood (6). Many factors including mater-
nal milk composition, energy content, and quantity may in-
fluence future appetite control. Breast milk contains leptin (7)
a hormone produced and secreted in a variety of tissues,
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predominantly by adipocytes (8) which regulates food intake
and energy expenditure at the hypothalamic level in adult
animals (8.9). Circulating levels of leptin correlate positively
with the amount of fat stores (10). During the first days of
postnatal life, leptin levels are higher than those observed later
in development (11). Several studies have demonstrated a
surge of leptin around postnatal days (PND) 10-14 in the rat
(11). This surge has been correlated with maturation of the
central nervous mechanisms that regulate appetite in later life.
Leptin also seems to play a key role in programming the
structural and functional development of hypothalamic orixi-
genic and anorexigenic centers in the early postnatal period.

We have demonstrated that maternal protein restriction in
the rat during either pregnancy or lactation alters postnatal
growth, appetitive behavior, and leptin concentrations at 110 d
postnatal age (12). The developmental programming effects
on pups are dependent on offspring sex and the period of
exposure to undernutrition. Teixeira er al. have shown
changes in leptin concentration, during lactation, in pups
whose mothers were exposed to protein or energy restriction
(13). In contrast with our reported data (12). the leptin serum
concentrations after weaning were unchanged. This discrep-
ancy could be explained by differences in the litter size
retained during suckling in these studies.

Little attention has been given to how the various nutrient
restriction regimens alter quantity and quality of milk avail-
able during lactation. Associations have been published be-
tween offspring weight, offspring growth, and milk leptin
concentration (14). However, in altricial species where the
early postnatal leptin surge plays a critical role in the matu-
ration of appetitive centers in the brain, it is important to
determine whether the leptin responsible for this key matura-
tional function is of fetal or maternal origin.

We evaluated the effects of feeding an isocaloric low pro-
tein diet, during pregnancy and/or lactation, on milk quantity
and milk leptin concentration available to pups at PND 7, 14,
and 21 to determine whether there is any correlation between
neonatal serum leptin concentrations with milk leptin concen-
trations and total milk leptin provided to the pups on neonatal
life in the rat.

Abbreviations: PND, postnatal day: C, control: R, restricted




MATERNAL UNDERNUTRITION AND PUP LEPTIN

MATERIALS AND METHODS

Care and maintenance of animals. All procedures were approved by the
Animal Experimentation Ethics Committee of the “Intituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricién, Salvador Zubirdn™ (INCMNSZ), Mexico.
Details of maternal diet, breeding, and management of the four groups of
oftspring have been published in detail (15). Briefly, mothers were virgin
female albino Wistar rats aged 11 = 1 wk and weighing 240 + 20 g, obtained
from INCMNSZ. Female rats with regular cycles were maintained on Purina
Laboratory Chow 5001 and under controlled lighting (lights on from 7:00 am
to 7:00 pm at 22-23°C).

Female rats were mated overnight with proven male breeders and the day on
which spermatozoa were present in a vaginal smear was designated as the day of
coneeption, day 0. Only rats which were pregnant within 5 d of introduction of the
male were retained in the study. Pregnant rats were transferred to individual
metabolic cages and allocated at random to one of two groups to be fed either a
20% casein (comtrol diet—C) or 10% casein isocaloric diet (restricted diet—R)
(16). Food and water were available ad libitim.

Food was provided in the form of flat biscuits, which were retained behind
a grill through which the rats nibbled the food. On day 20 postconception,
pregnant rats were transferred to normal cages to optimal conditions for
delivery, which occurred in the early daylight hours between 9.00 am and
noon on postconceptual day 22. Day of delivery was considered as day 0 of
postatal life.

Muternal weight, litter size. and pup weight were recorded at birth.
Ano-genital distance was measured with calipers. According to our published
data (12), sex was judged according to whether the ano-genital distance was
less (female) or greater than (male) 2.5 mm. To ensure homogeneity of study
subjects, litters of over 14 pups, or less than 12 pups. were not included in the
study. Litters of 12-14 pups were adjusted to 12 pups for each mother while
maintaining as close to a I:1 sex ratio as possible. Four groups were
established: CC in which mothers that received the control diet during
pregnancy continued to be fed the control diet during lactation: RR in which
mothers that had received the restricted diet during pregnancy continued to
receive the restricted diet during lactation; CR in which mothers that received
the control diet during pregnancy received the restricted diet during lactation:
and RC in which mothers that received the restnicted diet dunng pregnancy
were provided with the control diet during lactation. After weaning (PND 21),
all pups were fed with C diet.

Experiment 1. Twenty-two mothers/litters: CC (n = 5: 5.6 = 0.4 male/
litter, 6.4 = 0.4 female/liter). RR (n = 6: 5.5 * 0.5 malefliner, 6.5 = 0.5
femaleflitter), CR (n = 6: 5.3 £ 0.7 maleflitter, 6.7 = (.7 female/litter), and
RC (n = 5: 6.2 £ 0.2 male/litter, 5.8 = 0.2 female/litter) were studied for
maternal milk production and pup milk intake. Randomly two male and two
female pups per litter were used to determinate carcass components. Prelim-
inary analysis for differences according to the sex of the pup revealed no
difterence. and thus all data were pooled.

Experiment 2, Eighty mothers and litters, n = 5 for group per age were
used to study maternal milk and pup serum leptin concentrations. Randomly,
two male and two female pups/littier per age were used for serum leptin
determination with the exception of offspring from PND 2 in which all the
pups for each sex per litter (n = 4-8 pups/sex) were used and the samples
polled. No sex differences were found in serum Ieptin at this age, therefore, we
averaged male and female data.

Measurement of maternal milk production and pup milk intake. At 7:00
ason PND 7, 14, and 21, pups were removed from the mothers for 4 h during
which mothers ate ad libitum whereas the pups did not feed. Pups were
labeled on the tail with a permanent marker. Mothers were weighed at the
beginning and end of the 4-h period. Pups were weighed individually imme-
diately before they were returned to the mothers and again 1 h later.

As discussed below, the excellent correlation between the increase in
maternal and pup weight was used to justify approximation of maternal
weight gain to milk production. Relative milk intake was calculated from the
absolute food intake/pup body weight.

Measurement of milk leptin concentration. Milk was obtained on PND 7,
14, and 21, Pups were removed from the mothers for 4 h after which the
mothers received 0.8 U oxytocin (ip) and milk expressed 15 min later.
Samples were vortexed, divided in aliquots. and frozen at —=20°C until
analysis. Milk samples were thawed a1 37°C and vortexed vigorously before
pipetting to ensure sample uniformity. Milk leptin concentration was deter-
mined by RIA using a commercial rat kit from Linco Research, Inc. with a
detection limit 0.5 ng/mL using 100 pl. samples size. Milk samples were
assayed in duplicate,

Measurement of pup serum leptin concentrations. At 7:00 am on PND 7,
14, and 21 pups were removed from the mothers for 4 h during which pups
did not feed. We obtained all samples from rats in the fasted state 10 avoid
leptin vanation, Offspring of 2 d of age were not subjected to fasting. BE!WI{II7
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11:00 am and noon, pups were rapidly killed by decapitation using a rodent
guillotine (Thomas Scientific. NJ). Trunk blood was collected into polyeth-
vlene tubes and allowed to clot at 4°C for | h, Blood samples were centrifuged
at 1500 g for 15 min at 4°C. Serum samples were kept at —20°C until assayed.
Pup serum leptin concentrations were determined by RIA using a commercial
rat kit from Linco Research, Inc. Each serum sample was assayed in duplicate.

Carcass components (fat-to-protein ratio). At 25 d of age. rats were
rapidly Killed as described above and kept frozen in small plastic bags until they
were analyzed. Head and gastrointestinal tract were discarded from pups and not
included in the analysis. After weighing (wet weight), each carcass was chopped
into small pieces, placed in a tared beaker and dried at 60°C to constant weight.
The weight lost is considered to be water weight. The dried carcasses were
ground-up and aliquots were taken, Fat was determined gravimetrically, evapo-
rating the solvent from an aliquot of the hexane-isopropanol extract by Soxhlet
method and total nitrogen by the Kjeldahl method (17).

Statistical analysis. Data from animals within the litter were averaged and
analysis performed only on number of litters. All data are presented as the
means * standard error of the mean, Statistical analysis was performed using
ANOVA followed by Tukey's test. Unpaired r test was also used to compare
male and female data. Maternal milk production, pup milk intake, maternal
and pup serum leptin, and pup body weight correlations were calculated using
a Pearson correlation. p < (.05 was considered significant.

RESULTS

Maternal body weight. Table 1 shows maternal weight.
There were no differences between the groups on the day of
delivery. The maternal weight data on the day of birth lack
precision because of the irregular timing of delivery relative to
the time at which the dams were weighed, therefore. data at
birth are provided to give an approximate weight at the start of
lactation. Although maternal weight showed a tendency to be
lower in RR and CR compared with CC., the difference was
only significant on PND 14,

Milk production and leptin concentration. Maternal milk
production was lower in RR and CR and was higher in RC at
PND 14 and 21 (Table 2). CC milk leptin concentration was
not different at the three ages studied. RR milk leptin concen-
tration was higher at PND 14 than at PND 7. CR milk leptin
concentration was higher at PND 21 than at 14 and higher at
PND 14 than 7 and milk leptin concentration in the RC group
was higher at PND 21 than PND 7 (Table 2). Milk leptin
concentration was higher in the CR group than in the CC, RR,
and RC groups at PND 14 and 21, and higher in the RC group
than in the CC group at PND 21 (Table 2).

Pup serum leptin. For CC and CR groups, the highest pup
leptin concentration was at PND 14, In contrast, in RR and RC
the highest was observed at PND 21, indicating a delay in the
leptin peak occurrence in animals which were undernourished
prenatally (Fig. 1). At PND 2. there were no differences
among groups in pup serum leptin. At PND 14, RR and RC
had lower leptin values in comparison with those in CC. At
PND 21, leptin values in RR were higher than in CC and CR,

Table 1. Maternal bodv weight during lactation

Weight (g) CC(n=35) RR{n=61 CR(@m=6) RC(n=235)

At birth 281 =5
7d 292 % 16
14d 347
214d 323+ 9

283 = 7
2885
279'% §*
307 = 16

285+ 22
213512
253 = 10*
288 = 20

214 +7
280 =9
294 = 6T
310 = 11

Maternal body weight at birth and during lactation (postnatal days 7. 14,
and 21) in the 4 groups exposed to different diets during pregnancy and
lactation. Mean = SEM. p < 0.05. * vs. CC; ¥ vs. CR. at the same age.
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Table 2. Marernal milk production, mitk leptin concentration, and
milk leptin-to-pup serum leptin ratio

cC RR CR RC

Milk production (g} (n = 5-6)
7d 165 =35 32+19%
14 d 1.3 0.8 8.3+ 0.7=
21 d 16,1 = 1.0 42x24%
Milk leptin (ng/mL} (n = 5)
7d s 0.41 22+0.11 24 = 0.06 22+ (.08
14d 4*026 28*0.08 34+ 0.088 26 =012
21d 220104 2.8 £0.28 4.5 = 0,198 30014
Milk leptin-to-pup serum leptin ratio (n = 5§)
7d 1.0+0.13 0.9 = 0.05 1.7 = 0.19%
14d 0.7 =007 1,1 =003 1.1 = 0,049
21d 0.8 = 0.04 0.8 =011

5.6 1.3* 22+].2
20x06% 227171
T %32 234 = 1.0%

0.8 = 0.04
1.0 = 0.129
1.1 =027

Maternal milk production, milk leptin concentration, and milk leptin-to-pup
serum leptin ratio on post natal days 7, 14, and 21 in the 4 groups exposed to
different diets during pregnancy and lactation. Mean = SEM. n indicates
muothers or litters.

p =< 005 ®vs. CC and RC: ¥ vs. RR; £ vs. CC, at the same age.

p < 0.05 §vs. CC, RR, and RC; J vs. CC, at the same age.

ccC
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Figure 1. Pup serum leptin. Mean = SEM, n = 5 litters of separate mothers,

#Maximal leptin value in the same group, p < 0.05.

and at PND 25, pup leptin concentration for RC was higher
than for CC and CR.

There was no correlation between milk and pup serum
leptin concentrations at any age either in the individual groups
(p = 0.05) or when all the groups and the different days were
pooled (r = 0.04, p = 0.7). Milk leptin-to-pup serum leptin
ratio was higher in CR than in CC at all ages (p < 0.05) as
were RR and RC at PND 14 (Table 2).

Pup body weight and milk intake. There were no important
oftspring sex differences for pup body weight in the first 25
PND (Table 3). At PND 7, RC pup body weight was higher
than the weight in RR and CR. Both male and female offspring
in the groups restricted during lactation had lower body
weights in comparison with the weights in CC and RC from
PND 14 to 25.
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Absolute food intake by the pups increased in all groups
with age (Table 4). Pups in the RC group had a higher milk
intake at PND 7 in comparison with those in CC and CR. At
PND 14, the RC group had the highest and CR the lowest
absolute food intake. At PND 21. the absolute food intake in
the RR group was lower than the intake in CC and RC. The
only differences in relative food intake were at PND 14 when
RC pups had a higher relative food intake than those at RR
and CR (Table 4).

Correlation studies. There was a positive correlation be-
tween milk production and milk intake when all groups and
days were pooled (Fig. 2). No correlation was found for PND
7, but there was a high positive correlation on PND 14 (r =
0.8 p < 0.001) and approaching significance at PND 21 (r =
0.4 p = 0.08) (Fig. 2).

There was no correlation between pup serum leptin and
body weight gain after 1 h of feeding (milk intake) in any
individual group on the 3 days of measurement. However,
when all groups and ages were pooled, milk intake and pup
serum leptin were significantly positively correlated (r = 0.3.
p = 0.01) (Fig. 3).

There was a positive correlation between absolute milk
intake (g/h) and pup body weight (g) in CC., CR. and RC
groups at PND 7. 14, and 21 (p < 0.05). No correlation was

Table 3. Pup body weight ar different ages
CC(m=35 RRn=6) CR(n=06)

Weight (g) RC (n = 5)

Males
Birth 6.4 +02 6.1 +02
7d 119+ 12 10.8 + 0.5
14d 21.3% 11 15.0 £ 0.8*
21 d 29.5x3.0 169 % 1.7*
254d 60.6 = 2.4 40,6 + 2.8¢
Females
Birth 5.7
7d 11.2
14d 203
21d 293
254d 538

Fa

64*+02
10,0 = 0.4* 13,1 +£ 04F
133 0.6* 250x09

188 £2.5% 30527
45.0x25% 625+26

6.1 =02

K+

+ I+

),

i+

STFEX 02
104 £ 04
14.2 + 0.7*
16.0 = 1.8%
38.0 £ 2.0

5702 3702

9.9 * 04% 2.8 £ 0.6F
128 05* 241x10%
5737 VI 2R
He

38,1 £29* S578*14

= W

I+ i+ |1+ 1+

1
1.
2.
3

e 0e -

Pup body weight at birth and on postnatal days 7, 14, 21, and 25 in the 4
groups exposed to different diets during pregnancy and lactation.
Mean = SEM. n indicates number of hiters,

< 005, *vs. CC and RC: 7 vs. RR: £ vs. CC, at the same age.

Table 4. Individual pup absolute and relative milk intake
CC(n=135) RR(n=6) CR(n=6) RC (n = 3)

Absolute food intake (mg/h)
74d 5120 132 + 34 78 + 30
14d 270 * 31 153 £ 22 109 = 21F
21d 659 = 9D 254 = 51§ 430 = 62

Relative food intake (mg/h/g body wt)
7d 39+2 130+ 5 66%3
14d 127+ 3.0 0.6 + 2.5 86+ 13
21 d 186 =7 149*5 22243

198 + 40*
513 £ 40%
640 = 80

Individual pup absolute and relative milk intake on post natal days 7. 14,
and 21 in the 4 groups of mothers exposed to different diets during pregnancy
and lactation. Absolute milk intake expressed as body weight gain after 1 h
feeding (mg/h). Relative milk intake was calculated from absolute milk
intake/pup body weight. Mean = SEM, n indicates number of litters.

p < 0,05, * vs, CC and CR: ¥ vs, CC; # vs. CC, RR, and CR: § vs, CC and
RC. at the same age.
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Figure 3. Pup serum leptin as a function of milk intake (A) CC (r = 0.3, p =
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found for the RR group (r = 0.3, p = 0.3) (Fig. 4). Relative
food intake expressed as weight gain/h/g of body weight was
positively correlated with pup weight in CC and CR. No
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correlation was observed in the RR and RC groups. It is
interesting to note that these groups were those that presented
a delay in serum leptin peak occurrence.

Pup body composition at 25 d of age. At PND 25, body
fat-to-protein ratio was higher in RC than RR male offspring and
higher in RC than in CC, RR. and CR female pups (Fig. 5).

DISCUSSION

In comparison with the literature on postnatal growth and
function of offspring of rats submitted to various nutritional
challenges during pregnancy and lactation there are few data
on how various nutrient restriction regimens alter quantity and
quality of milk available to the pups. Consideration of the ways
in which milk leptin may affect pup development has received
less attention than the effects of experimental leptin administra-
tion in the neonatal period. The present study was conducted to
determine the effects of maternal protein restriction during preg-
nancy and/or lactation on offspring milk availability and intake,
milk leptin concentration and total milk leptin provided to the
pups, pup serum leptin and pup growth, and their relationship to
offspring body composition at weaning.

Maternal weight showed a tendency to be lower in RR and
CR, with not statistical differences among them. However, the
subsequent weight gain during lactation of RR was 24 g
whereas CR was 3 g. We do not have an explanation for this
difference, but because the mothers in RR group were re-
stricted during pregnancy they probably had a greater drive to
eat during lactation than those in the CR group.

Our finding of similar maternal weight at birth and similar
pup weight at birth correlates very well. As in many other
studies. protein restriction at these levels is not enough to
make any difference in maternal and pup weight at birth (18).
In the developmental programming field. it is now generally
considered that weight is a very poor measure of changes.
Important modifications occur in the pups without a change in
the overall weight.

Analysis of the data for maternal weight gain over a period
of 4 h (milk production) revealed interesting differences in the
four groups. Although weight at all the three ages studied was
similar in CC and RC, the maternal weight gain in RC was
50% greater than in that in CC. Because maternal weight over
the whole period did not differ in these two groups we have
made the assumption that increased weight gain in the 4 h
reflects increased milk production. This conclusion is sup-
ported by the greater increase in pup weight gain after | h with
the mother (milk intake) in the RC compared with CR group
at PND 7 and 14. In contrast, mothers in RR and CR exhibited
decreased milk production. Maternal and offspring suckling
factors are both likely to be involved in the increased milk
production in a setting of increased pup milk consumption.
There are data in the literature that indicate that pup consump-
tion affects milk production as well as data showing that milk
production has an influence on pup consumption (19,20). One
way to determine the relative influences of these two possi-
bilities in future studies would be to reduce the number of
pups suckling the dam.
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Leptin is present in the milk of many different species
(21-23), including humans (7). Nursing rats can transfer leptin
10 the neonates via the milk (24). Milk leptin concentration is
determined by a number of factors, the major ones being
mammary gland leptin secretion and total volume of milk
produced. There were no clear associations between milk
leptin concentration at the different postnatal ages and the four
dietary regimens. This finding of constancy in milk leptin in
mothers with different dietary histories is in keeping with the
view that milk composition is protected under a wide range of
maternal metabolism (25). This protection does not however
extend to the quantity of milk produced as we show here.

The milk production and pup milk intake in RC group is
significantly higher than in the CC group, but pup body
weights between these two groups are similar. This observa-
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tion demonstrates the complexity of just evaluating postnatal
development in terms of weight. Clearly other factors such as
metabolic rate, activity, and heat loss will all play a role. The
results observed in the RC group (milk intake and body
composition) are of importance for determination of optimal
postdelivery and preweaning feeding of human neonates un-
dernourished in urero due to causes other than poor maternal
nutrition such as uterine vascular disease when the fetus is
undernourished but the neonate is not exposed to poor mater-
nal nutrition during lactation. The changes we have observed
in pup serum leptin and in body growth postnatally in the RC
group, may be those for which this type of newborn is most at
risk. Rapid catch-up growth during the early months of life
during lactation or feeding with artificial formulas can result
in problems in later life (26).

Serum leptin concentrations are higher in neonates than in
adults (27.28) despite the presence of a lower proportion of
body fat immediately after birth (28). We observed a delay in
the leptin peak (PND 21) in RR and RC. This observation
suggests that the common factor is the restriction during
pregnancy and is of considerable interest in the light of the
work from several laboratories that indicates that the normal
rat postnatal serum leptin surge that takes place around PND
10-14 plays a central role in the maturation of the hypotha-
lamic appetitive centers (29). Advancing the leptin peak by
exogenous subcutaneous leptin administration leads to obesity
in later life (3), however, the opposite effects have been
reported by others (30). There are no data on the effects of a
delayed serum leptin surge such as we describe in the RR and
RC groups. We have reported that the offspring of RC mothers
become very obese whereas offspring of RR mothers have the
lowest weight gain of all four groups in adulthood. These
observations apply to both males and females (12.31). These
findings indicate that the effects of developmental influences
during pregnancy are further modified by the level of nutrition
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available in lactation. There is currently much interest in an
altered timing of the leptin surge in predicting future appetite
and phenotype of offspring. Our findings indicate that there
are many factors determining eventual phenotype in addition
to the timing of the leptin surge.

When body composition was evaluated at PND 25, the
highest leptin and body fat were seen in the RC group.
However, body fat did not correlate with pup leptin in the other
three groups. Further studies are needed to evaluate both the
source of pup serum leptin and the mechanism by which the
leptin surge is delayed in the offspring of mothers restricted
during pregnancy and how changes in appetite brought about by
this alteration interact with other factors such as activity and
altered metabolic rate in the genesis of obesity.

We also sought to determine whether the leptin in fetal
serum is of fetal or maternal origin. Our findings indicate that
there is no correlation between milk leptin intake and pup
serum leptin. This finding is of importance in relation to the
potential role of pup leptin in inhibiting pup suckling behav-
ior. It is well known that in adults the hormone leptin inhibits
food intake. However, the correlation between pup serum
leptin and milk intake was very weak and showed no signif-
icance in any individual group. This finding is consistent with
previous observations that leptin administration is unable to
influence body weight, fat pad. and milk intake (28). In
addition, exogenous leptin did not modify milk intake in
neonatal mice at PND 7-10 (28). In contrast, rat studies have
shown that physiologic oral doses of leptin administered
during lactation exert anorexigenic effects without affecting
body weight gain (23). Our findings are not surprising in view
of the very different timing of maximal pup serum leptin
values in the four groups. In fact the poor correlation of pup
serum leptin and milk intake over the full study was positive
showing no indication of an inhibitory effect of leptin on milk
appetite in the neonatal pups.

In conclusion, we would make four major observations
from our evaluation of changes in milk and pup leptin. First,
our findings indicate that milk leptin is unlikely to be a major
determinant of pup serum leptin. Secondly. we could find no
evidence that pup serum leptin inhibits milk appetite at this
age. Thirdly, pup adipose tissue may not be the only neonatal
source of leptin in pup serum. Finally, the normal postnatal
rise in leptin was delayed in animals undernourished prena-
tally. These data are compatible with the view that the timing
of neonatal leptin surge is influenced by fetal nutrition and
may play a role in altered appetitive regulation and contribute
to the development of metabolic disorders in later life.
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Torres N, Bautista CJ, Tovar AR, Ordaz G, Rodriguez-Cruz M,
Ortiz V, Granados O, Nathanielsz PW, Larrea F, Zambrano E.
Protein restriction during pregnancy affects maternal liver lipid metabo-
lism and fetal brain lipid composition in the rat. Am J Physiol Endocrinol
Metab 298: E270-E277, 2010. First published November 17, 2009;
doi:10.1152/ajpendo.00437.2009.—Suboptimal developmental environ-
ments program offspring to lifelong metabolic problems. The aim of
this study was to determine the impact of protein restriction in
pregnancy on maternal liver lipid metabolism at 19 days of gestation
(dG) and its effect on fetal brain development. Control (C) and
restricted (R) mothers were fed with isocaloric diets containing 20 and
10% of casein. At 19 dG. maternal blood and livers and fetal livers
and brains were collected. Serum insulin and leptin levels were
determinate in mothers. Maternal and fetal liver lipid and fetal brain
lipid quantification were performed. Maternal liver and [etal brum
fatty acids were quantified by gas chromatography. In mothers, liver
desaturase and elongase mRNAs were measured by RT-PCR. Mater-
nal body and liver weights were similar in both groups. However, fat
body composition, including liver lipids, was lower in R mothers. A
higher fasting insulin at 19 dG in the R group was observed (C =
0.2 = 0.04 vs. R =09 = 0.16 ng/ml. P < 0.01) and was inversely
related to early growth retardation. Serum leptin in R mothers was
significantly higher than that observed in C rats (C = 5 £ 0.1 vs.
R =7 = 0.7 ng/ml. P < 0.05). In addition, protein restriction
significantly reduced gene expression in maternal liver of desaturases
and elongases and the concentration of arachidonic (AA) and doco-
sahexanoic (DHA) acids. In fetus from R mothers, a low body weight
(C=3%£03vs. R=2=%=0.1g. P<0.05), as well as liver and brain
lipids. including the content of DHA in the brain, was reduced. This
study showed that protein restriction during pregnancy may nega-
tively impact normal fetal brain development by changes in maternal
lipid metabolism.

programming: development: docosahexaenoic acid: arachidonic acid

HUMAN EPIDEMIOLOGICAL (28, 31) and experimental animal stud-
ies (16, 23, 25) have shown that a suboptimal environment
either in the womb or early in the neonatal life alters growth
and predisposes individuals to lifelong health problems. Ma-
ternal dietary deficiencies in pregnancy result in multiple
adverse outcomes in the offspring (3. 12). Fetal growth de-
pends mostly on the amount and type of nutrients obtained
from the mother. Therefore, the mother must adapt her metab-

Address for reprint requests and other correspondence: E. Zambruno: De-
partamento de Biologia de la Reproduccion. Instituto Nacional de Ciencias
Medicas y Nutricion Salvador Zubiran. Vasco de Quiroga 15, Seccion XVI,
Tlalpan, 14000. Mexico City. Mexico (e-mail: zamgon@servidor.unam.mx).
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olism to support this continuous draining of substrates. The
effects of an altered intrauterine environment can be passed
transgenerationally by epigenetic mechanisms involving
changes in gene expression (41). During late gestation, mater-
nal liver plays a central role in whole body lipid metabolism.
Maternal triglycerides (TG) are not transported intact across
the placenta, whereas free fatty acids (FAs). including long-
chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs), can be trans-
ported (32). Therefore. a deficient maternal FA intake. partic-
ularly essential FAs (EFAs), may have important consequences
on fetal maturation and postnatal development.

Arachidonic acid (AA) and docosahexaenoic acid (DHA)
constitute the major LC-PUFAS in brain tissue and are impor-
tant structural components of the central nervous system. Low
content of AA and DHA is associated with abnormal prenatal
and postnatal development of retina and brain (24). These FAs
transferred across the placenta are accumulated in brain during
fetal development (34). AA and DHA are formed from the
dietary linoleic acid (LA) and e-linolenic acid (LNA), respec-
tively. by a series of alternating desaturation and elongation
reactions to form LC-PUFAs (37). Maternal liver is probably
the main source for fetal brain LC-PUFAs, since no measur-
able activity of fetal liver and placenta desaturases has been
found (30). In the rat. downregulation of A6 desaturase (A6D)
in the liver of maternal protein deficiency during pregnancy has
been reported (9), and a reduction in maternal dietary protein
intake in pregnancy resulted in a lower concentration of DHA
in maternal liver and plasma and impaired accumulation of
DHA into fetal brain phospholipids (3). In the sheep, maternal
nutrient restriction (50% of regular food intake) from early to
midgestation modifies the profiles of LC-PUFAs in fetal tissues
(43). However. to our knowledge. little attention has been paid
to studying the effects of nutrient restriction on maternal
liver lipid metabolism during pregnancy. We hypothesized
that maternal dietary protein restriction in the absence of
any change, either qualitative or quantitative, in the fat
content of the diet would lead to lowered DHA and AA
concentrations in the maternal liver, the key site of LC-PUFA
synthesis. Since the fetus has a low ability to synthesize these
essential fats. we further hypothesized that fetal brain concen-
trations would also be reduced. Although brain development
spans the fetal and neonatal period in both altricial species such
as rodents and precocial species such as man, early develop-
ment is a period marked by myelination in critical areas of the
brain such as the cortex.
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METHODS
Care and Maintenance of Animals

All procedures were approved by the Animal Experimentation
Ethics Committee of the Instituto Nacional de Ciencias Medicas y
Nutricion, Salvador Zubiran (INNSZ). Details of maternal diet, breed-
ing, and management of the experimental groups of offspring have
been published in detail (42). Briefly, mothers were virgin female
albino Wistar rats aged 11 = 1 wk and weighing 240 = 20 g, obtained
from the INNSZ. Female rats with regular cycles were maintained on
Purina 5001 rodent diet and under controlled lighting (lights on from
0700 to 1900 at 22-23°C). Eighteen female rats were mated overnight
with proven male breeders, and the day on which spermatozoa were
present in a vaginal smear was designated as the day of conception
(day 0). Only rats that were pregnant within 5 days of introduction of
the male were retained in the study. Pregnant rats were transferred to
individual cages and allocated at random to one of two groups to be
fed either a 20% casein [control diet (C): n = 7] or 10% casein
isocaloric diet [restricted diet (R): n = 6] (42). Rats were weighed
daily and during the study had free access to the experimental diet and
water. Food was provided in the form of large, flat biscuits that were
retained behind a grill through which the rats nibbled the food. The
amount of food provided each day was weighed, as was the amount
remaining after 24 h. Food intake was also measured in six female
age-matched nonpregnant rats. At 19 days of gestation (dG) (19 was
chosen as a day representative of late gestation but before enough of
the occurrence of events leading to parturition), at 6 AM, food was
removed from pregnant rats. On this day, between 10 and 11 AM (4-h
fasting), pregnant rats were rapidly euthanized by decapitation by
experienced personnel trained in the procedure using a rodent guillo-
tine (Thomas Scientific). To ensure homogeneity of study subjects,
litters of more than 12 or less than eight pups were excluded from the
study. Trunk blood was collected into polyethylene tubes and allowed
to clot at 4°C for | h and centrifuged at 1.500 g for 15 min at 4°C;
after that, serum was stored at —20°C until assayed. Maternal livers
were dissected, cleaned, weighed, and frozen at —75°C. Abdominal
midline incision was performed, the uterine horns were exposed, and
embryos were delivered alive, counted, and weighed. Each placenta
was cleaned and weighed, and the diameter was measured with
calipers. Fetal brain and liver were isolated, weighed, and pooled per
litter and immediately frozen in liquid nitrogen for further determi-
nations, The need to pool tissues from all fetuses in the liver precluded
the ability to analyze outcomes according to offspring sex.

Biochemical Analvses

Carcass components. After being weighed (wet weight), each
carcass was chopped into small pieces, placed in a tared beaker, and
dried at 60°C to constant weight. The weight lost is considered to be
body water. The dried carcasses were ground up, and aliquots were
taken for lipid determination by the Soxhlet method (1).

Leptin radioimmunoassay. Maternal serum leptin concentration
was determined by radioimmunoassay (RIA) using a commercial rat
kit from Linco Research (St. Charles, MO), cat. no. RL-83K, with

Table 1. Maternal characteristics at 19 dG in rats fed
control (20% protein) or restricted (10% protein) diet
during pregnancy

Control (n = T) Restricted (n = 6)

314+ 13
92+ 044
12.1 2 Q.7
6.3 = 0.04

305+ 12
6.8 * 0.3%
L W et o
4.7 £ 0.01*

Body weight, g

Body fat, g

Liver weight. g

Liver lipids, mg/100 mg

Results are means * SE. dG, days of gestation. *P << 0.05; 7P < 0.001 vs.
control,
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Table 2. Maternal biochemical parameters at 19 dG in rats

fed control (20% protein) or restricted (10% protein) diet

during pregnancy

Control (n = 7} Restricted (n = 6)

Glucose, mg/dl 64535

Insulin. ng/ml 0.19 = 0.04 = 0.16%

Leptin, ng/ml 505 =013 9+ 0.7%

Triglveerides, mg/di 237x 32 - 13

Cholesterol. mg/dl 4 =39 =16
)8 24+23
29 132+ 15

48 =05

HDL. mg/dl 23+
LDL. mg/dl
VLDL, mg/di

16,4
46 = 0.1

Results are means = SE. *P < 0,05, ¥F < 0.01 vs. control.

detection limit 0.5 ng/ml, using 100-pl samples. Each serum sample
was assayed in duplicate. The intra- and interassay coefficients of
variations were <4 and <5%. respectively.

Insulin RIA. Serum insulin concentration was determined by RIA
using commercial rat kits from Linco Research, cat. no. RI-13K. Each
serum sample was determined in duplicate. The intra- and interassay
coelficients of variations were <4 and <6%, respectively.

Blood glucose measurement. Serum glucose concentration was
determined spectrophotometrically using the enzymatic hexokinase
method (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Intra- and interassay
coefficients of variations were <2 and <3%, respectively.

Lipid measurements. Serum TG. HDL, LDL, VLDL., and choles-
terol were determined enzymatically with the Synchron CX auto
analyzer (Beckman Coulter).

FA Analysis

Total lipids were extracted from maternal liver by Soxhlet method
(1) and fetus brain and liver according to the method used by Folch et
al. (13). with some modifications. This sample was homogenized with
500 ! of 0.99% NaCl and 1 ml of chloroform-methanol (2:1). After
that, extraction of FAs was carried out with the addition of chloroform
(3 ® 2 ml). The organic phase was pooled, and 120-150 pl of
methanol was added until organic phase turned transparent, and then
I g of Na-SOs was added and vortexed, The organic phase was
transferred in a new tube and evaporated under a stream of nitrogen.

Preparation of FA Methyl Esters

Two milliliters of methanol. 100 pl of toluene. and 40 pl of 2%
methanolic sulfuric acid were added to the above residue and heated
at 90°C for 2 h. After that the wbes were placed on ice. and | ml of
5% NaCl was added. FA methyl esters (FAME) were extracted with

Table 3. %Fuatty acids in the maternal liver at 19 dG in rats

fed control (20% protein) or restricted (10% protein) diet

during pregnancy.

Restricted

ND

1.6 = 0.7
339 + 1.1

23%203
26.1 + 1.0*
i 218+ 1.3*
i 9.1*04
0.02 0.188 = 0.02
0.01 0.2 *0.01*
C20:4 Arachidonic 1.6 39 = 0.6
C20:5 Eicosapentaenoic 2 =01 0.3 =001
C22:6 Docosahexaenoic 1.2 = 0.06 0.8 = 0.07¢

% Fauy Acid Control

C12:0 Lauric
C14:0 Myristic
C16:0 Palmitic
C16:1 Palmitoleic
C18:0 Stearnc
C18:1 Oleic
C18:2 Linoleic
C18:3 Linolenic
C20:3 Arachidic

B2 ' i
=

S N N L E N L L
L - 13 2

Results are means * SE; n = 5. ND, not detectable. *£ << 0,05 vs. control.
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mRNA SCD-1 /
18 S RNA ratio

c R

*
5

% fatty acid

Stearic Oleic

Fig. 1. Maternal liver stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD-1) relative abundance gene expression by real-time PCR assay (A) and %faty acid (stieanc and oleic) by
gas chromatography (B) at 19 days of gestation (dG) of rats fed control (C; 209 protein) or restricted (R: 10% protein) diet during pregnancy. Means * SE;

n=35*"P<005vs.C.

hexane (3 X 2 ml), and mixture was centrifuged at 1,500 g for | min.
The organic phase was pooled and evaporated under stream of
nitrogen. Two hundred microliters of hexane was added to the
dark-colored residue and then centrifuged at 1,500 g for 5 min, The
clear solution was injected in the chromatograph, The FA analysis was
carried out in an Agilent model 68350 gas chromatograph equipped
with a flame ionization detector, and automatic split injection was
carried out using an Agilent 6850 autosampler. The chromatographic
column was an HP-INNOWax capillary column (30 m, 0.25 mm, 0.25
pm) (J & W Scientific). One hundred twenty-five micrograms of
heptadecanoic acid as internal standard was added to 100 mg of tissue.
A sample of 1 pl was injected in split mode (50:1) at 250°C. The
carrier gas was helium with a constant linear velocity of 24 cm/s, and
the interface temperature was kept at 280°C. The oven temperature
wis raised from 50 to 230°C (33). Identification of the FAME was
based upon retention times obtained for methyl ester standards from
Poly Science. and each one was expressed as percentage of total FA
in the sample.

Isolation of Total RNA and Northern Blot Analvsis

Total RNA was isolated from maternal liver of rats at 19 dG using
the method of Chomczynski and Sacchi (8). Fifteen micrograms of
RNA was electrophoresed in a 1% agarose gel containing 37%
formaldehyde. transferred to a nylon membrane filter (Hybond-N").
and cross-linked with an ultraviolet cross-linker (Amersham). RNA
integrity and location of the 288 and 18S ribosomal RNA bands were
determined under ultraviolet light. ASD and A6D mRNA expression

>
w

*%

18 S RNA ratio

mRNA desaturases /
mRNA elongases /
mRNA actin ratio

in the pregnant rat liver were analyzed by Northern blot. The ASD

cDNA probe was a 688-bp PCR product amplified from rat liver

¢DNA. The forward and reverse primers used for the PCR reaction
were 5-TCTTGCCCACGATGCCACGAC-3" and 5-CTTTGC-
CCCGCCTGCTTCTGA-3, respectively. The A6D ¢DNA probe was
a 925-pb PCR product. The forward and reverse primers were 5'-
TGCCTTCCGTGCCTTCCAC-3" and 5'-GTGCCCGCTGAACCA-
GTCATT-3', respectively. The PCR products were purified with the
high pure PCR product purification kit (Roche) and labeled with
Redivue [*P]deoxycytidine triphosphate (110 TBg/mmol) by using
the Rediprime DNA labeling kit (Amersham). Membranes were
prehybridized with rapid-hyb buffer at 65°C for 1 h and then hybrid-
ized with the cDNA probe (53.3 MBq/1) for 2.5 h at 65°C. Membranes
were washed once with 2% citrate saline solution (SSC: 1X §8C =
0.15 mol/l sodium chloride and 15 mol/l sodium citrate) and 0.1%
SDS (wt/vol) at room temperature for 20 min and then twice for 15
min with 0.1 > SSC/0.1% SDS (wt/vol) at 65°C. Digitized images
and guantification of radioactivity (dpm) of the bands were carried out
using the Instant Imager (Packard Instrument, Meriden, CT). Mem-
branes were also exposed to Ecktascan film (Kodak) at —70°C with an
intensifying screen.

Analysis of mRNA Expression by Real-time Quantitative RT-PCR

For mRNA expression of stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD-1), ASD
and A6D by real-time RT-PCR. 300 ng of total RNA was subjected to
reverse transcription and then amplified by PCR using Tagman
Universal Master Mix (Applied Biosystems). Parallel nontemplate

Cc

% fatty acid

k%
D ABD

A5

Elovi2

I :
DHA
Fig. 2. Maternal liver desaturases (A), elongase relative abundance gene expression by real time RT-PCR (B), and %fanty acid [arachidonic acid (AA) and

docosahexaconic acid (DHA)] by gas chromatography (€) at 19 dG of rats fed C (20% protein) or R (10% protein) diet during pregnancy. Means = SE; n =
5.%%P < 0.001; *P < 0.05 vs C. ASD and A6D, A5 and A6 desaturase; Elovl-2 and -5, elongase-2 and -5.

Elovi5 AA
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A ASD

R 1| L Ll L

p=0.04
———————
6.1+£0.2 49+04

mRNA A5D/28 s RNA
mRNA A6D/28 s RNA

c R

ABD

p=0.003
R S |
255422 14.3+06

c R

Fig. 3. Northern blot analysis of ASD and A6D (A) and relative abundance or mRNA/ribosomal 288 of maternal liver (8) at 19 dG of rats fed C (20% protein)

or R (10% protein) diet during pregnaney. Means = SE; n = 4.

control reactions were run in the absence of RNA to assess the degree
on any nucleic acid contamination in the reaction mixture. TagMan
fluorogenic probes and oligonucleotide primers were obtained from
Applied Biosystems. TagMan PCR assays for each target gene were
carried out by triplicate in 96-well optical plates with the ABI prism
7000 sequence detection system (PerkinElmer Applied Biosystems).
PCR was performed using 1.4 pl of cDNA, 0.6 pl of TagMan assay
mix containing 200 nM sense and antisense primers and 100 nM
TagMan fluorogenic probe, 6 pl of TagMan Universal PCR Master
Mix, and 4 pl of H.O. The protocol used for PCR amplifications was
as follows: one cycle at 50°C for 2 min. one cycle at 95°C for 10 min,
and 40 cycles at 95°C for 15 s and at 60°C for 1 min. The relative
amount of each mRNA was calculated by using the comparative
threshold cycle method (user bulletin no. 2; PerkinElmer Applied
Biosystems). The probes and primers for rat genes were obtained from
PerkinElmer Applied Biosystems (predeveloped TagMan assay re-
agent control kits). The probes and primers for rat genes were
obtained from PE Applied Biosystems (predeveloped TagMan
Assay Reagent Control kits). The assay numbers for each gene
were Rn00594894-g¢1 (SCD-1). Rn00584915_ml (A5D). and
Rn00580220_m1 (A6D). Amplification was then performed by 45
cycles at 95°C for 15 s and at 60°C for 60 s. The cDNA quantity
in each sample was normalized with the 18S. Real-time PCR was
carried out in triplicate for each sample.

For elongase-2 and -5 (Elovl-2 and -5) by RT-PCR. relative mRNA
levels of target genes and invariant transcript B-actin were determined
using ¢DNA preparation for tissues and HCLI cells. Synthesized
cDNA was mixed with LightCycler Fast Start DNA Master” V'S
SYBR Green | (Roche. Indianapolis, IN) and with various sets of
gene-specific forward and reverse primers as follows and subjected to
real-time PCR quantification uvsing the Light Cycler 3.5 detection

System (Roche): for Elovl-2, forward GGA AGA AAT ACC TCA
CGC AG and reverse TGG CTT TTT TCG GTA TGT C: for Elovl-5,
forward CTC AAC CTG CTG TCT CTC TA and reverse ATC TGG
TGG TTG TTC TTA CG; for B-actin, forward TGG AAT CCT GTG

@® Control

(@] Restricted
r=-0.78 (p = 0.008)

QO

Serum Insulin (ng/ml)

T T

0.6 0.8

mRNAASD / 185 RNA
Fig. 4. Maternal liver A5D gene expression as a function of serum insulin at 19
dG of rats fed C (20% protein) or R (10% protein) diet during pregnancy.
Pearson correlation, # = 0.008 and r = —0.78.
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Table 4. Fetal and placenta characteristics at 19 dG in rats
fed control (20% protein) or restricted (10% protein) diet
during pregnancy

Control (n = T7) Restricted (n = 6)

10.3 = 0.9 92 * 0.6
0,42 = 0.02 0.40 = 0.02
0.99 = 0,05 0.96 = 0.06
3103 20:E0.1*
175+ 19 140 = 3+

58+ 18 187 = 2.7%

No. of fetuses/dam
Placenta weight, g
Placent ieter, mm
Fetal weight, g

Liver weight, mg

Liver lipids, mg/100 mg

Results are means *+ SE. Fetuses or placentas were averaged per litter,
“p< 0.05: 1P < 0.001 vs. control.

GCA TCC ATG and reverse TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG.
PCR amplification was performed in a total volume of 20 pl contain-

ing 2 pl of the cDNA sample, 40 pmol of each primer. and 4 pl of

Master” V'S SYBR Green. For each reaction, the polymerase was
activated by preincubation at 95°C for 10 min. Amplification was then
performed by 35 cycles at 95°C for 10 s and at 60°C or 62°C for 7 s.
All reactions were performed in triplicate. Relative amounts of mRNA
were calculated using the comparative threshold cycle method (cycle
method, LightCyeler soltware version 4.0; Roche). All resulls were
normalized to the housekeeping gene abundance of B-actin mRNA.

Statistical Analvsis

All data are presented as means * SE. Felal body weight and liver
and brain weight, as well as placenta diameter and weight, are the
average of the whole litter. Statistical analysis was performed using
unpaired Student’s r-test to compare C and R mothers. Real time
RT-PCR results (MRNA gene/18S or B-actin normalized ratio) are
expressed relative to C group. Correlations for maternal serum insulin
and ASD liver gene expression and maternal serum insulin and fetal
weight were calculated using a Pearson correlation. P < 0.05 was
considered significant.

RESULTS

Maternal Parameters at 19 dG

At the beginning of pregnancy, both groups of pregnant rats,
C and R, increased their food intake (C = 38.7 = 3.0, R =
429 = 2.0 g/day) compared with age-matched nonpregnant

rats (22.8 = 1.03 g/day). Food intake was rising during
pregnancy. and there were no differences between C and R
groups except at 19 dG. in which both groups decreased their
food intake. and this drop was more evident in the R group
(C =189 = 0.7.R = 164 = 0.8 g/day, P < 0.05). Table 1
shows that. at 19 dG. rats fed a low-protein diet have similar

>

-
2]

-
N

Brain weight (mg)

-
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body weights compared with C pregnant rats. However, the R
eroup showed a significant decrease in fat body composition.
In both groups, the liver weights were similar; however, a
significant decrease in maternal liver lipids was observed in the
R group.

Biochemical Maternal Serum Parameters at 19 dG in Rars
Fed Protein-Restricted Diet

There were no differences in glucose, TG, HDL, LDL,
VLDL, and cholesterol serum levels between C and R
(Table 2). However, serum leptin levels were significantly
higher in the R than in the C group. Serum insulin concentra-
tions were 3.6 times higher in the R group compared with C
mothers (Table 2).

Percentage of FAs in Maternal Liver ar 19 dG

In the R group, the percentage of stearic acid in maternal
liver was higher compared with C. In contrast. oleic acid.
arachidic acid, AA. and DHA percentages were lower in the R
group (Table 3).

Maternal Liver Desaturase and Elongase Gene Expression
at 19 dG

No differences in SCD-1 mRNA relative abundance be-
tween C and R groups were observed (Fig. 1), but there was a
significant decrease in ASD., A6D, and Elovl-2 and -5 mRNAs
in the R group (Fig. 2). By Northern blots (Fig. 3). maternal
liver A6D mRNA was in both groups significantly more
abundant than A5D mRNA, and as expected. there was a
significant negative correlation (r = —0.78, P < 0.001) be-
tween maternal insulin serum concentrations and liver ASD
mRNA (Fig. 4).

Fetal Characteristics

Fetal weight and placenta weight and diameter at 19 dG are
summarized in Table 4. Mean fetal weight was significantly
lower in the R group than in the C group, with no differences
in number of fetuses per dam and in placenta weight and
diameter. There were also no changes in brain weight; how-
ever, color and texture were different. brains from the R group
were darker (many dark spots) compared with C brains
(Fig. 5D). and the texture for C brains was tougher than R.
In contrast, liver weight, fetal liver, and brain lipids were lower
in the R group (Fig. 5). The percentage of DHA from total FA
in fetal brain was significantly lower in the R group (Fig. 5). In

Cc D

Brain lipids (mg/100 mg)
(=]

L

R Cc R

o R c R

Fig. 5. Fetal brain weight (A). lipids (B: mg/100 mg), “DHA (C). and photograph at 19 dG (D) of rats fed C (20% protein) or R (10% protein) diet during

pregnancy. Means = SE (n = 6-7 litters/group). *P < 0.05 vs. C.
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® Control
O  Restricted

— r=-0.78 (p = 0.002)

Fetal body weight (g)

0.5 1.0

Maternal Insulin (ng/ml)

Fig. 6. Fetal body weight as a function of maternal serum insulin at 19 dG,
Pearson correlation. P = 0.002 and r = —(0.78 (n = 6 mothers or litters).

addition, there was a negative correlation between fetal body
weight and maternal serum insulin concentration at 19 dG (r =
—0.78, P < 0.01; Fig. 6).

DISCUSSION

Many investigators have examined the effect of maternal
malnutrition during pregnancy and lactation on the offspring:
however, few studies have taken into consideration the impact
of protein restriction on maternal lipid metabolism and its
implication in fetal brain formation during gestation. Early
malnutrition affects susceptibility to chronic diseases in adult-
hood (2), and maternal low-protein diet can program enzyme
activity in offspring (26). However, previous studies indicated

Maternal protein restriction
during gestation

E275

that offspring from rats fed a low-protein diet during pregnancy
had higher susceptibility to develop chronic diseases (40, 41).
and their mothers underwent metabolic adaptations to maintain
an adequate fetal development. During the first half of normal
pregnancy. progressive accumulation of maternal fat depots
occurs due to increased adipose tissue lipogenesis and glycer-
olneogenesis (27). In this study, although there were not
differences in maternal body and liver weights. there was a
significant decrease in maternal body and liver lipid content as
well as on fetal body weight: similar results have been reported
with severe protein restriction (6%) (21).

Numerous animal studies have investigated the effect of

maternal low-protein diet on glucose metabolism in the off-
spring (12, 40): however, little is known on the maternal
responses derived from this condition. Herein, no differences
in maternal serum glucose and TG concentrations were seen in
C and R rats. which may be the result of an increased insulin-
mediated glucose uptake by peripheral tissues and by the
ability of insulin to suppress hepatic glucose output.

Hyperinsulinemia is a common finding in pregnancy (12).
Insulin resistance 1s responsible for both decline in adipose
tissue lipoprotein lipase and enhanced adipose tissue lipolytic
activities. This condition results in high TG synthesis by
increasing FA and glycerol uptake by the liver. In this study,
although protein restriction during gestation did not affect
maternal serum glucose levels, high insulin serum concentra-
tions were observed. suggesting metabolic adaptations in glu-
cose metabolism at the end of pregnancy. In addition. high
insulin concentrations at 19 dG in R rats were negatively
correlated to fetal weight. These results were in agreement with
those reported previously in pregnant women (38).

Leptin is a hormone that regulates food intake and energy
expenditure. Serum leptin concentrations usually increase from
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the middle to the end of pregnancy (10, 11). During this period.
the high levels of leptin do not mediate a great inhibitory effect
on food intake (36). In this study, leptin serum concentrations
were on the range of pregnant rats (3—7 ng/ml). However,
fasting serum leptin concentrations in R rats were higher than
those observed in C pregnant rats; despite the lower body fat in
this group, leptin in the R mothers may alter the energy balance
in contribution to fetal development.

Protein restriction significantly affected the production of
maternal liver LC-PUFAs. There are several potential ways in
which low protein (and hence, amino acid) intake in the
maternal diet may affect maternal liver PUFA synthesis. The
most likely is an effect on availability of amino acids for
enzyme synthesis. Enzyme activity could also be impacted by
altered histone acetylation and methylation resulting from
changes such as decreased one-carbon cycle components. In-
deed. maternal liver contained an increased stearic to oleic acid
ratio. Although a nonsignificant difference in hepatic SCD-1
mRNA relative abundance, an enzyme that catalyzes oleic acid
formation from stearic acid, which is the rate-limiting step for
cellular synthesis of monosaturated FA from saturated FA, was
observed in R rats compared with controls, alterations in the
expression of SCD-1 cannot be ruled out and deserve further
investigation.

In this study, maternal protein restriction resulted in a
negative effect, particularly on the capacity of maternal liver to
desaturate LA and LNA. A significant decrease in maternal
hepatic AA and DHA was observed in the R group. which
correlated with low expression levels of ASD. A6D, Elovl-2,
and Elovl-5. In line with this observation, Mercuri et al. (22)
showed that maternal severe protein restriction (5% protein)
during gestation decreased A6D activity in the maternal liver,
and they suggested that this could affect the normal supply of
LC-PUFAs for the normal fetus growth and tissue develop-
ment. In fact. in the present study, mild protein restriction
during pregnancy reduced significantly the concentration of
DHA in maternal liver and fetal brain. Before birth, most if not
all fetal FAs originate from the maternal circulation (17). After
birth, milk, maternal liver (29), and diet later in life (17)
represent the main sources of FAs. Whether these maternal
liver changes in lipid metabolism could be expressed transgen-
erationally cannot be ascertained from the results presented in
this study. Ozanne et al. (26) demonstrated in 3-mo-old off-
spring from R pregnant mothers a decrease in hepatic ASD
activity and DHA concentrations, suggesting the establishment
of a particular gene expression pattern. such as that involving
metabolic lipid enzymes, as seen in this study.

The last period of intrauterine life in the rat (17-21 dG) is
demarcated by an increase in body and brain weight together
with an active neurogenesis stage. During this period, a rapid
accumulation of DHA. unparalleled to other FAs. takes place
(35). The supply of EFA and LC-PUFAs is critical for normal
development of the fetus (6, 15, 20, 24). Indeed, nutritional
status of the mother during gestation has been positively
associated with fetal growth, In general, reduced maternal
nutritional status, particularly regarding EFAs, has been cor-
related with reduced neonatal growth and head circumference
in humans (7). In fact, at birth, AA status in preterm infants has
been correlated with body weight (18, 19), and it has been
proposed that it is related to intrauterine growth rather than to
postnatal growth (39).

MATERNAL UNDERNUTRITION AND FETAL BRAIN DEVELOPMENT

The brain is one of the richest organs in lipids (4). Our
results showed that a protein-restrictec diet during gestation
significantly reduced fetal body weight and liver weight, with
no significant changes in fetal brain weight. However, the
content of fetal brain lipids, particularly DHA, was signifi-
cantly lower compared with C rats. This last finding correlates
with data reported previously by Burdge et al. (5) in which
DHA concentration in fetal brain at 20 dG from 50% of protein
restriction was lower compared with controls. As described in
METHODS. the need to pool tissue from all fetuses in a litter
removes the possibility of an analysis by fetal sex. We are
currently studying the effect of the observed changes in brain
composition on offspring behavioral phenotype.

In conclusion, there is evidence that small changes in ma-
ternal dietary fat intake modify the composition of brain
membranes during fetal growth; however, few studies deal
with the negative impact of maternal protein restriction during
gestation on fetal brain development. The present study
showed that moderated protein restriction during pregnancy
significantly reduced the concentration of maternal liver AA
and DHA and maternal liver desaturase and elongase gene
expression. These results may negatively impact fetal devel-
opment, including the brain (Fig. 7).
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Background and Aims. Maternal nutrition during gestation is critical for mammary gland
cell proliferation and differentiation and development of optimal delta-6 (A6D) and delta-
5 (A5D) desaturase and elongase 2 and 5 (Elovl 2 and 5) activity for synthesis of the long
chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs), arachidonic (AA), eicosapentaenoic
(EPA) and docosahexaenoic (DHA) acids, important for normal fetal and neonatal brain
development. We hypothesized that maternal low protein diet (LPD) impairs mammary
gland preparation for lactation and PUFA synthesis. The aim of the study was to evaluate
consequences of maternal LPD on mammary gland structure and development and
expression of enzymes responsible for LC-PUFA production.

Methods. Pregnant rats were assigned to control or protein restricted, isocaloric diet (R).
At 19 days gestation, mammary gland tissue was removed for histological analysis and
lipid, AA, EPA and DHA determination by gas chromatography. Gene transcription
was quantified by RT—PCR and protein by Western blot.

Results. In R mothers, mammary gland lobuloalveolar development was decreased and
showed fat cell infiltration. A6D, ASD, and Elovl 5 mRNA were lower in R, whereas pro-
tein levels measured by Western blot were unchanged. This is the first report that detects
mammary gland desaturase and elongase protein. Although Elovl 2 mRNA was not
detectable by RT—PCR. Elovl 2 protein was not different between groups. AA and
DHA were lower and EPA undetectable in the mammary gland of R mothers.
Conclusions. Maternal LPD decreased late gestation mammary gland lobuloalveolar
development and LC—PUFAs. Protein restriction negatively impacts maternal mammary
gland development prior to lactation. © 2013 IMSS. Published by Elsevier Inc.

Key Words: Mammary gland, Low protein, Pregnancy and LC—PUFAs.
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function of the mammary gland for lactation. Normal mam-
mary epithelial cell proliferation is essential to the produc-
tion of a mature mammary gland capable of synthesizing
the enzymes responsible for the formation of long-chain
polyunsaturated fatty acid (LC—PUFAs) through the con-
version of precursors such as linoleic acid (LA 18:2 n-6)
to arachidonic (AA) and z-linolenic acid (LNA 18:3 n-3)
to eicosapentacnoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA)
via delta-6 (A6D) and delta-5 (ASD) desaturases. Both en-
zymes introduce an unsaturated double bond into the fatty
acid carbon backbone, whereas elongases 2 and 5 (Elovl
2 and 5) are responsible for elongation of the fatty acid
chain (2.3), It is well established that the developing fetus
and neonate lack the ability to synthesize adequate amounts
of PUFAs (-1,5), which therefore have to be provided to the
fetus by the mother via the placenta and to the newborn via
the mother’s milk during lactation. LC—PUFAs are then
incorporated into cell membranes throughout the devel-
oping nervous system and retina as essential elements of in-
fant maturation (6.7), especially cognitive development (8),

There are many studies of the impact of the quantity and
quality of fat intake during pregnancy and lactation and its
effects on fetal and neonatal development. However, to our
knowledge. there are no studies that have explored effects
of low protein intake during gestation on mammary epithe-
lial cell proliferation and lipid metabolism, particularly the
enzymes involved in production of LC—PUFAs (A5D. A6D
and Elovl 2 and Elovl 5). In a previous study we demon-
strated that maternal body fat including liver lipids were
lower in protein-restricted mothers. In addition, protein re-
striction reduces desaturase and elongase gene expression
in the maternal liver as well as the concentration of AA
and DHA (8). We therefore hypothesized that protein re-
striction during pregnancy would impair lobuloalveolar
development of the mammary gland and decrease expres-
sion of the enzymes involved in LC—PUFAs formation.
We investigated effects of a well-established model of
maternal low protein dietary intake on mammary gland cell
differentiation and histology, metabolic function and en-
zymes responsible for LC—PUFAs production in the preg-
nant rat at 19 days of gestation.

Materials and Methods
Care and Maintenance of Animals

All procedures were approved by the Animal Experimenta-
tion Ethics Committee of the Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion “*Salvador Zubiran™ (INNSZ). Details
of maternal diet, breeding and management have been pre-
viously published in detail (9). Twenty one virgin female al-
bino adult Wistar rats aged 15—17 weeks and weighing
220—260 g with regular cycles were fed Purina 5001 rodent
diet and maintained under controlled lighting conditions

(lights on from 07:00—19:00 h at 22/23°C). Female rats
were mated overnight with proven male breeders and the
day on which spermatozoa were present in a vaginal smear
was designated as the day of conception (day 0). Female
rats that did not have spermatozoa in a vaginal smear in 5
consecutive days were excluded. As soon as the female rats
that were positive for spermatozoa in the vaginal smear
were immediately transferred to an individual cage. they
were randomly allocated to be fed either with 20% protein
(C— control diet group, n = 10) or 10% protein isocaloric
diet (R — restricted diet group, n = 11) (10). Rats were
weighed daily and provided with free access to the experi-
mental diet and water. Food was delivered in the form of
large flat biscuits retained behind a grill through which
the biscuits could be nibbled. The amount of food provided
each day was weighed as well as the amount remaining af-
ter 24 h. Food intake was also measured in six female age-
matched non pregnant rats. On day 19 of gestation (dG)
(chosen as a day representative of late gestation but avoid-
ing the rapid and accentuated hormonal and metabolic
changes leading to parturition), food was removed from
pregnant rats at 6:00 AM. Between 10:00 and 11:00 AM
rats were rapidly euthanized by decapitation by experi-
enced personnel trained in the use of the rodent guillotine
(Thomas Scientific. USA). To ensure homogeneity of the
study subjects, rats with litters of > 12 or <8 pups were
excluded from the experiment: three control and five
restricted mothers were excluded because of these criteria.
Trunk blood was collected into polyethylene tubes, allowed
to clot at 4°C for 1 h. centrifuged at 1500 g for 15 min at
4°C and serum stored at —20°C until assayed. The right
inguinal (4™, 5™ and 6" nipples/gland. counted from the
cephalad end) mammary gland chain was excised. The 6™
was fixed in paraformaldehyde for morphometric analysis,
whereas the 4™ and 5™ were immediately frozen at
—75°C for later study by real-time RT—PCR and Western
blot analysis. Mammary glands 4™, 5" and 6" from the left
inguinal mammary gland chain were collected for Folch
analysis of fatty acids.

Morphometric Analvsis

Mammary gland number six. including the nipple and skin,
was dissected, sectioned longitudinally into two halves and
immediately fixed by immersion in 4% paraformaldehyde
in neutral phosphate saline buffer. After 24 h of fixation, tis-
sue sections were dehydrated with ethanol at increasing
concentrations from 75—95% and embedded in paraffin,
Sections (5 pm) were stained with hematoxylin and eosin
(H&E). Five random fields in each section from each rat
were used to determine the percentage area occupied by
each of the adipose and parenchymal tissues (acinar and
ductal epithelium) at low power magnification (10x). Total
acinar and acinar cell sizes (area of cytoplasm and nucleus)
were evaluated at higher magnification (100x) in five




Muternal Undernutrition and Mammary Gland Lipids 431

structures per section using the software equipment Leica Q
S00W.

Farty Acid Analysis

Mammary gland lipids were extracted by a modified Folch
technique (11). Samples were homogenized as previously
described (8) with 2 mL of 0.9% NaCl and 5 mL of chlor-
oform:methanol (2:1). Fatty acid extraction was performed
by addition of chloroform (3 x 2 mL). The organic phase
was pooled. and 120—150 pl of methanol was added until
the organic phase turned transparent; 1 g of Na.SO; was
then added and vortexed. The organic phase was evaporated
under a stream of nitrogen.

Preparation of Farty Acid Methyl Esters

Preparations of samples for fatty acid methyl esters
(FAMEs) were performed as previously described (3).
Briefly. FAMESs were extracted with hexane, and the organic
phase was pooled and evaporated. Hexane was added to the
residue and centrifuged followed by injection into the chro-
matograph. Identification of the FAMEs was based upon
retention times obtained for methyl ester standards from
PolyScience and each was expressed as percentage (%) of
total fatty acid in the sample. Another 33 different fatty acid
components (including LC—PUFAs and free fatty acids)
present in the mammary gland tissue were also detected by
gas chromatography.

Analysis of mRNA Expression by Real-time Quantitative
RT—PCR

Measurement of mRNA expression of A6D and ASD by
real-time RT—PCR was performed as previously described
(8). Briefly, 300 ng of total RNA was subjected to reverse
transcription and then amplified by PCR using Tagman
Universal Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
CA). The probes and primers for rat genes were obtained
from PE Applied Biosystems (Pre—developed TagMan
Assay Reagents Control Kits) A6D (Rn00580220_m1)
and ASD (Rn00584915_m1). mRNA expression of Elovl
2 and 5 by real-time RT—PCR was performed as previously
described. Briefly, relative mRNA levels of target genes and
invariant transcript B-actin were determined using ¢cDNA
preparation for tissues and HCI11 cells. Synthesized ¢cDNA
was mixed with Light Cycler Fast Start DNA Master” "
SYBR Green I (Roche, Indianapolis, IN) and with various
sets of gene-specific forward and reverse primers as fol-
lows: for Elovl 2, forward (GGA AGA AAT ACC TCA
CGC AG) and reverse (TGG CTT TTT TCG GTA TGT
C): for Elovl 5, forward (CTC AAC CTG CTG TCT
CTC TA) and reverse (ATC TGG TGG TTG TTC TTA
CG): for P-actin, forward (TGG AAT CCT GTG GCA
TCC ATG) and reverse (TAA AAC GCA GCT CAG
TAA CAG) and subjected to RT—PCR quantification using

the Light Cycler 3.5 detection System (Roche). All results
were normalized to abundance of B-actin mRNA as the
housekeeping gene using the equation ACt = Ct target gene—
Ct P-actin. Fold change in expression of genes analyzed
was calculated using the equation 2 (AA Cigene), where
AA Cigene = mean ACH target gene control—ACt target
gene restricted. Values represent mean fold changes -+
SEM.

Analysis of Protein Concentration by Western Blot

Mammary gland tissue was homogenized in RIPA lysis
buffer (PBS 1%. NP—40 1%, sodium deoxycholate 0.5%,
SDS 0.1% and sodium azide 0.006% [wt/vol]). Total lysate
protein concentration was determined by the Bradford
method. Protein samples were separated on 10% SDS—
PAGE gels and transferred onto a pure nitrocellulose mem-
brane (0.45 pm, BIO—RAD9364001). Each membrane was
probed with antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) cither to A6D, A5SD Elovl 2 and Elovl 5 at
1:500 dilution in TBSt (Tris-buffered saline Tween: 20
mM Tris HCL, 500 mmol NaCl, pH 7.4, 0.01% Tween-20)
with 5% non-fat dried milk for 60-min incubation. A6D
and ASD were incubated with goat anti-rabbit IgG—HPR
and Elovl 2 and 5 with donkey anti-goat [gG—HRP second-
ary antibodies (Santa Cruz Biotechnology). Proteins were
detected by chemiluminescence. Autoradiograph images
were captured and spot-densitometry analysis was per-
formed using Imagel] software. A total of eight samples were
included per gel. The first four spots of each gel contained
samples from the C group and the next four from the R
group. All results were normalized to -actin.

Statistical Analysis

All data are presented as mean + SEM. Statistical analysis
was performed vsing unpaired Student t test to compare C
(n = 7) and R (n = 6) groups. Results from the real time
RT—PCR (mRNA gene/f-actin normalized ratio) are ex-
pressed relative to the C group. Western blot data were
normalized with  f-actin: p  <0.05 was considered
significant.

Results

Marernal Parameters at 19 dG

There were no differences in body weight at the beginning
of pregnancy between the experimental groups (C = 245 +
Sgand R = 247 + 4 g). Body weight gain from 0 to 19 dG
was similar in both groups (C = 105 £ 4 g and R = 109 +
4 g). Mammary gland weight was lower in R compared to C
mothers (C = 16.2 £ 0.7 gvs. R = 13.9 = 0.6 g: p <0.05).
There were no differences in food intake between C and R

groups; food intake increased at the beginning of pregnancy
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(C =30 = 1.3 g/day and R = 31 + 1.3 g/day) compared
with age-matched nonpregnant rats (22.8 4+ 1.03 g/day).
At the end of gestation. 19 dG, both groups decreased their
food intake (C = 18.9 & 0.7 and R = 164 + 0.04 g/day)

compared with the first 2 weeks of pregnancy.

Morphometric Analysis at 19 dG

The percentage of surface area occupied by adipose tissue
was lower in the mammary gland from C than the R
mothers, whereas the parenchymal tissue area was higher
in C than R mothers (Figure 1). Total acinar area, acinar
cell eytoplasm and nuclear size were all larger in C mothers
compared with R (Figure 2).

d6D, A5D, Elovl 2 and 5 Gene Expression by RT—PCR
and Protein by Western Blor ar 19 dG

Mammary gland mRNA expression of A6D, ASD and Elovl
5 was decreased in R in comparison with the C mothers.
The relative expression of Elovl 2 mRNA in the mammary
gland was undetectable in both groups (Figure 3). There
were no differences in the amount of A6D, ASD, Elovl 5
and Elvol 2 protein levels between C and R groups
(Figure 4).

Fatty Acid Composition at 19 dG

There were no differences between C and R in the percent-

age of total n—3, n—6 PUFAs, monoenes and saturated fatty
acids in the mammary gland (Table 1): however, the

A

Parenchymal tissue (%)

percentage of AA. EPA and DHA was lower in R group
compared with C (Figure 5).

Discussion

We previously reported that maternal protein restriction
during gestation affects maternal milk (12). The aim of
the present study was to evaluate the effect of maternal pro-
tein restriction on the development of the maternal mam-
mary gland during gestation as an adaptation to enable
adequate future supply of important lipids to pups during
lactation. In agreement with our previous reports (8.9,13)
and others (14), pregnant rats gained the same amount of
weight across pregnancy and there were no differences in
body weight between protein restricted and non-restricted
groups. Body fat accumulation during early pregnancy
has been associated with increased lipogenesis and hyper-
phagia in both pregnant women and rats (15). Fat accumu-
lation increased as gestation advanced. Food intake
increased in the 10—16 dG period. a window that corre-
sponds to the initiation of major fetal organ growth and
augmented cell proliferation. The progressive increase in
the availability of exogenous substrates actively contributes
to maternal accumulation of fat depots. The restricted pro-
tein diet has been shown to produce lower fat deposits in
the maternal carcass (8).

Our data show that protein restriction impairs mammary
gland weight, epithelial cell size and proliferation in late
gestation indicating that, in the presence of poor protein

g

.
a

Adipose tissue (%)
5 588
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Figure 1. Mammary gland morphology at 19 days of gestation. (A) Parenchymal tissue. (B) Adipose tissue, (C) Photomicrograph stained with hematoxylin

and cosin (10x). Rats fed control (C — 20% protein, n = 7) or restricted (R

10% protein, i = 6) diet during pregnancy. Mean £ SEM. *p <0.001 vs. C.
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Figure 2. Mammary gland morphology at 19 days gestation. (A) Acinar area. (B) Cytoplasm. (C) Nuclei size of acinar cells. (ID) Photomicrograph stained

with hematoxylin and eosin (100x). Rats fed control (C — 20% protein, n =

p <0001 vs. C.

intake, nutrient provision is inadequate for normal mam-
mary gland development. Mammary gland development is
sensitive to the precise mix of key steroid hormones to
which it is exposed. We have previously reported an in-

crease in maternal progesterone (13), testosterone and
estradiol (9) concentrations in restricted mothers at 19
dG. Studies from Haslam (16) indicate that progesterone
plays a major role in normal mammary gland development.
Thus, the changes we observe may well act through altered
steroid stimulation of growth and differentiation resulting

>
(o1]

mRNA A6D /
f-actin RNA ratio

mRNA ASD /
f3-actin RNA ratio

7) or restricted (R — 10% protein, n = 6) diet during pregnancy. Mean + SEM.

from the deficient diet. However, we know of no data on ef-
fects of excess steroid exposure or even the optimum ratio
of these steroids in the setting of a low protein diet.

A compelling body of data shows that early malnutrition
predisposes to life-long chronic diseases. Appropriate
maternal nutrition during gestation is critical for optimal
growth and development of all fetal organs (1). However,
there are very few studies that address potential effects of
maternal protein restriction during gestation on availability
of PUFAs (8.17.18). We previously demonstrated in the rat

9]

mRNA Elovl 5/
pB-actin RNA ratio

C R

C

R C R

Figure 3. Maternal mammary gland. (A) &6 desaturase. (B) AS desaturase. (C) Elovl 5 (elongase) relative abundance gene expression by real-time RT—PCR

at 19 days of gestation. Rats fed control (C

20% protein) or restricted (R — 10% protein) diet during pregnancy. Mean &= SEM, n = 4. *p <0.05 vs. C.
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Figure 4. Maternal mammary gland protein quantification by Western blot. (A) A6 desaturase. (B) A5 desaturase. (C) Elovl 2 (elongase). (D) Elovl 5 (elon-

gase). f-actin at 19 days of gestation. Rats fed control (C

that maternal protein restriction during pregnancy nega-
tively impacts fetal brain development associated with
changes in maternal lipid metabolism. At 19 dG, fetal brain
lipids, particularly DHA, were significantly lower in fetuses
of protein-restricted mothers compared with controls (8).
Maternal protein restriction in pregnancy affects offspring
behavioral phenotype and impairs offspring learning and

motivation (19—21). During adult life. pups from rats fed
with low protein diet during gestation increased their body
weight (13.22) and demonstrated abnormal appetitive

behavior and leptin regulation ( . In the present study.
at 19 dG. AA and DHA were lower in the mammary gland
of restricted in comparison with control mothers. In addi-
tion, EPA, another important LC—PUFA that has beneficial
actions in many developing fetal systems including the im-
mune (23), neural (24.25) and cardiovascular systems (26),

‘as present in the mammary gland of the control group and
not detectable in the restricted group at 19 dG. The reduced
expression of desaturases and elongases in maternal liver
would explain, in part, the decreased mammary gland con-
tent of AA, EPA and DHA, even when the mother is

Table 1. Maternal fatty acid composition in mammary gland at 19 days
of gestation

20% protein) or restricted (R — 10% protein) diet during pregnancy. Mean + ¢

Fauy acids (%) Control n = 7 Restricted n = 6

Total n-3 PUFAs + 0.04 (- -
Total n-6 PUFAs 31 +£0.7 33+
Total saturates 33 £ 09 35+
Total monoenes 3541 33 4

Note: Rats fed control (C—=20% protein, # = 7) or restricted (R—10% pro-
tein, # = 6) diet during pregnancy (mean = SEM).

l.n=4

subjected to a protein-restricted diet during pregnancy
without modifying the quantity and quality of dietary fat.

Proper maternal nutrition during pregnancy is crucial for
LC—PUFA synthesis by the maternal liver and mammary
gland processes that are key to normal fetal development.
Adequate PUFA supply and metabolism during the pre-
and posmatal period are essential for optimal nervous
system maturation (6.27—29). AA, EPA and DHA, major
products of desaturation and elongation enzyme activity,
are important in fetal development particularly for develop-
ment of the retina, neural and vascular tissue. The demand
for maternal PUFAs increases during pregnancy and lacta-
tion because the mother needs to provide these essential fatty
acids to the fetus and neonate (30.31). Although pregnant
women have the option to increase their dietary intake of
these nutrients to maintain adequate maternal reserves and
ensure an optimal infant supply, altering dietary consumption
was not possible for the deprived rats in our study because
food was provided ad libittom: our results show that food
intake, including PUFAs intake was the same for both
groups. All changes observed in R group are related to pro-
tein restriction rather than alteration in PUFAs consumption.

The AA and DHA status of the human neonate at birth is
correlated to maternal pregnancy levels of these fatty acids,
especially during the last trimester (32.33). Breast milk
DHA levels are directly related to adequate mammary
gland development and function (34). Although the liver
is the principal source of LC—PUFAs, in the last week of
gestation and during lactation the maternal mammary gland
also plays an important role in LC—PUFA biosynthesis (35)
and production of milk with normal concentrations of these
essential nutrients requires adequate proliferation and syn-
thesis within the mammary gland in late gestation.
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Figure 5. Fatty acid content (%) of (A) arachidonic acid (AA), (B) eicosapentaenoic acid (EPA) and (C) docosahexaenoic acid (DHA} at 19 days of gestation.

Rats fed control (C — 20% protein, n

Previously we reported several potential ways in which
low protein intake in the maternal diet may affect maternal
hepatic PUFA synthesis (8). Gene expression of hepatic
A6D, A5D, Elovl 2 and Elovl 5 was significantly lower in
mothers exposed to a protein restricted diet in comparison
with those fed with a normal diet (%), In the present study
we were able to measure mammary gland mRNA and
protein for both desaturases, A6D and A5D. as well as
Elovl 5. However, in the case of Elovl 2, we only detected
the protein. mRNA was unmeasurable using a probe that
detected this message in liver (5). One potential explanation
is that there are different spliced variants in these two
tissues. Elovl 2 transcription produces three different
mRNAs, two alternatively spliced variants and one un-
spliced form (36).

Until very recently the accepted view was that the mam-

mary gland does not participate in the production of

LC—PUFAs present in milk and that all milk LC—PUFAs
come from maternal plasma (37). However. a very recent
publication has demonstrated gene expression within the
mammary gland of key enzymes needed to synthesize
LC—PUFAs (35). To our knowledge this is the first report
that detects mammary gland desaturase and elongase pro-
tein. Our results show that both A6D and ASD desaturases.
as well as Elovl 5, are present in the rat mammary gland at
least in the last third of pregnancy (19 dG). mRNA expres-
sion of these enzymes was reduced in restricted compared
with control mothers. However, protein expression was un-
changed. This discrepancy may be explained by different
regulation of production, degradation and/or activity.

In conclusion. results indicate that during pregnancy the
mammary gland expresses desaturases and  elongases
necessary for the production of LC—PUFA synthesis in
addition to production of LC—PUFAs shown previously
in the liver. Low maternal dietary protein intake during
gestation negatively impacts mammary gland development
accompanied by marked infiltration of the gland with adi-
pose tissue. As a result, a smaller proportion of the gland
is made up of acinar cells resulting in decreasing synthesis
of desaturases and elongases and a decline in mammary

= 7) or restricted (R — 10% protein, n

6) diet during pregnancy. Mean + SEM. *p <0.05 vs. C.

gland LC—PUFA content. Abnormal mammary function re-
sulting from poor maternal nutrition during preparation for
lactation period likely affects the quality of maternal milk
and availability of key nutrients for neonatal brain and
retinal development with potential consequences for cogni-
tive and visual function in later life.
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Biology and  biochemical aspects of long-chains
polyunsaturated fatty acid during gestation

ABSTRACT

During pregnancy, the mother must provide the nutrients
necessary for proper differentiation, maturation and growth
of fetal organs and systems.

During this period, the mother adapts her metabolism to ad-
dress the continuing demand for substrates to be transferred
to the fetus through the placenta, Fssential fatty acids cannot
be synthesized by humans, therefore, should be consumed as
part of the diet. Its derivates, Long-Chain Polyunsaturated
Fatty Acids (LC-PUFAs) from biosynthesis in the maternal
liver during pregnancy and lactation are compounds that will
form part of the cell membranes of the brain, retina, and liv-
er, fetal and newborn heart, thereby enabling the smooth, ac-
tivation and regulation of cellular functions. Therefore,
adequate nutritional status of the mother during pregnancy
and lactation is necessary to ensure adequate product devel-
opment. This article aims to review some aspects of the adap-
tive mechanisms of maternal lipid metabolism, mainly from
LC-PUFAs compensating energy expenditure and allow the
proper development of the product.

Key words. Gestation. Nutrition. Metabolism. Long-Chain
Polyunsaturated Fatty Acid and Function.

El estado nutricional de las mujeres antes de la
concepcion influye sobre los factores fisiolégicos que
se presentan durante el embarazo. Ademads, el ade-
cuado estado nutricio en el embarazo es determinan-
te para cubrir las necesidades nutricionales durante
la lactancia.

J.C. King

RESUMEN

Durante la gestacion, la madre debe proporcionar al feto los
nutrimentos necesarios para su adecuada diferenciacion, ma-
duracién y crecimiento de organos y sistemas. Durante este
periodo, la madre adapta su metabolismo para =olventar la
continua demanda de sustratos que deben ser transferidos al
feto a través de la placenta. Los acidos grasos esenciales no
pueden ser sintetizados por el humano, por tanto deben ser
consumidos como parte de la dieta. Sus derivados, los acidos
grasos poli-insaturados de cadena larga (AGPIs-CL) prove-
nientes de la biosintesis en el higado materno durante la ges-
tacion y la lactancia, son compuestos que van a formar parte
de las membranas celulares del cerebro, retina, higado, cora-
zon del feto y del neonato, permitiendo asi el buen funciona-
miento, activacion y regulacién de las funciones celulares. Por
tanto, el adecuado estade nutricio de la madre durante la ges-
tacion y la lactancia, es necesario para permitir el adecuado
desarrollo del producto. Este articulo tiene como objetivo revi-
sar algunos aspectos de los mecanismos de adaptacion del me-
tabolismo de lipidos maternos, principalmente de los
AGPIs-CL que compensan el gasto energético y permiten el
desarrollo adecuado del producto.

Palabras clave. Gestacion. Nutricion. Metabolismo, Acidos
grasos poli-insaturados de cadena larga y Funcion.

INTRODUCCION

Ajustes fisiolégicos
maternos durante el embarazo

Los nueve meses del embarazo en el ser humano
representan el periodo mas intenso de crecimiento y
desarrollo. En este periodo se presentan cambios
como el incremento en el volumen sanguineo, resis-
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tencia a la insulina con aumento en la concentracion
de glucosa, crecimiento de 6rganos y tejidos.! Ade-
mads el sistema respiratorio amplia su flujo de aire
inhalando y exhalando 30 a 40% mas de lo normal y
el sistema circulatorio sube su gasto cardiaco debido
a la elevacion de la frecuencia cardiaca.®® La forma
en que se presentan estos cambios depende de mu-
chos factores que ocurren en condiciones normales
durante el embarazo. Sin embargo, existen cambios
metabdlicos, que estdn relacionados de acuerdo a la
conducta nutricia que adopte la madre durante la
gestacién.! Estos cambios son:

* El contenido de agua corporal, el cual aumenta
de 7 a 10 litros.?
Los cambios hormonales que son producidos por
la placenta para sintetizar hormonas esteroides,
como la progesterona y estréogenos que promue-
ven el aciimulo de lipidos.>®
El ajuste del metabolismo de carbohidratos, ya
que la glucosa es el combustible preferido del feto
y del adulto, para generar energfa.’
El aumento en la necesidad de proteinas, la cual
juega un papel importante, ya que permite la sin-
tesis de nuevos tejidos maternos y fetales.*
El metabolismo de lipidos promueve la acumula-
cién de grasa en la primera mitad del embarazo,
esto para tener depoésitos suficientes que solven-
tardn los tltimos meses de la gestacién,® también
hay incremento en las concentraciones de coles-
terol y en las lipoproteinas de baja (LDL) y alta
(HDL) densidad en sangre, pero son los triacilgli-
céridos los que al final de la gestacion se ha visto
que aumentan hasta tres veces mas que las con-
centraciones de las mujeres no embarazadas,®
este aumento de grasa corporal juega un papel
importante en la adaptaciéon metabélica,” ya que
cuando existen condiciones adversas como la des-
nutricién, la madre responde disminuyendo dra-
maticamente su gasto energético para mantener
el aporte de nutrimentos al feto.'?

Durante la ultima etapa de la gestacion, el meta-
bolismo materno de lipidos cambia a un proceso ca-
tabélico acelerdndose la movilizacién de écidos
grasos, por lo que la madre depende de sus depositos
de grasa para obtener energia a medida que avanza
el embarazo, el aumento de las concentraciones de
acidos grasos no esterificados (AG) circulantes e in-
cremento en lipoproteinas, triacilglicéridos, fosfolipi-
dos y colesterol, refleja que hay aumento en la
actividad de la lipélisis,'"'2 lo cual nos indica que
hay una transferencia intensa de AG unidos a lipo-

proteinas a través del sincitiotrofoblasto en la pla-
centa humana al feto.!” Estudios en ratas y en ove-
jas han demostrado que la glucosa es el sustrato que
cruza la placenta con mayor cantidad seguida de los
aminoacidos™"* y los AG que atraviesan la placen-
ta, lo hacen en menor proporcién. Los seres huma-
nos nacen con alto contenido de grasa, porque
durante los primeros meses de la gestacion los AG
son derivados del aporte placentario materno y en la
gestacion tardia existe sintesis de novo AG del tejido
adiposo fetal y también materno, esto es debido, a
que al final de la gestacién el feto crece acelerada-
mente y por tanto requiere suficiente energia para
completar diversos procesos del desarrollo.?!?

Si bien es cierto que muchos de los componente
grasos son transferidos por la madre y otros obteni-
dos de novo por el feto durante la gestacién tardia,
es de suma importancia aclarar que también se de-
ben aportar componentes grasos esenciales al feto
que sélo pueden llegar al producto, si la madre los
adquiere a partir de su dieta, estos acidos grasos
son el Acido linoleico w6 (AL; 18:2n-6) y el acido
alfa-linolénico m3 (0-ALN; 18:3n-3),!6 los cuales, a
partir de la actividad enzimatica de desaturasas y
elongasas,!” en el higado materno forman productos
con importancia biolégica para el feto, éstos se cono-
cen comunmente como acidos grasos poli-insatura-
dos de cadena larga (AGPIs-CL) y juegan un papel
importante durante la gestacién, ya que se ha de-
mostrado en diversos modelos experimentales en ra-
tas,'®9 ogvejas?y primates?’que tienen miltiples
funciones para el feto y el neonato.!%20-23

Quimica, fuente y requerimiento

El acido linoleico (AL) también conocido como
omega 6 se expresa con la formula abreviada 18:2 n-
6, el cual se representa con una estructura de 18
atomos de carbono y dos dobles enlaces en la posi-
cién 6 vy 9 de la cadena hidrocarbonada, consideran-
do la numeracién desde el extremo carboxilo como
primer carbono de la cadena hasta el grupo metilo
terminal y adopta el nombre de omega 6 (®6) por la
posicién en la que interviene el primer doble enlace
en la estructura considerando como carbono inicial
al metilo. El acido alfa-linolénico, se representa con
la férmula abreviada 18:3 n-3, este tiene tres insatu-
raciones o dobles enlaces en las posiciones 3, 6 y 9
de su cadena, este dcido es el que presenta el doble
enlace mds cercano al extremo metilo y por ello es
conocido como omega®®?* (Figura 1).

El AL lo podemos encontrar principalmente en los
vegetales y semillas como son la soya, el aguacate, el
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Figura 1. Estructura quimi-
ca de los dcidos grasos esencia-
les. A. dcido linoleico (18:2 wé).
B. acido a-linolénico (18:3 w3).

coco, la semilla de girasol, la calabaza, la nuez, el
cacahuate entre otros; mientras que el ¢-ALN lo en-
contramos en los productos marinos como sardina,
salmén, trucha, atin, pez bagre, carpa, lucio y algu-
nos mariscos como el camaron, la langosta, la os-
tra, etc.” Las verduras contienen dcidos grasos
esenciales, ya que poseen tanto las enzimas, desatu-
rasa 12 (A12D) como la desaturasa 15 (A15D) que
acttian sobre los fosfolipidos que contienen una mo-
lécula de acido oleico y que pueden introdueir los do-
bles enlaces en la posicion w3 v w6 en la cadena
hidroearbonada de los dcidos grasos.?” Los produc-
tos marinos poseen el -ALN, ya que éstos se ali-
mentan del plancton que se encuentra en las
profundidades del mar que es rico en a-ALN, es por
ello que los peces y mariscos lo contienen en su or-
ganismo.? Las eélulas de los mamiferos no tienen
actividad enzimatica de desaturasas capaces de in-
troducir dobles enlaces en los atomos de carbono 12
vy 15 de los acidos grasos; por lo tanto, no pueden
sintetizar al AL (18:2 w-6) ni al «-ALN (18:3 0-3),%7
esto hace que sea necesario que los mamiferos los
consuman a partir de la dieta® (Figura 2).

Las recomendaciones para el consumo de estos
compuestos fue establecido por la Agencia Nacional
de Salud en Estados Unidos, donde se menciona, que
su ingesta debe de ser en una proporcién 1:4 con la

relacion m6/w3 si existiera un mayor consumo de 3
se estableceria entonces, una competencia para la
formacion de los productos provenientes del w6 y
como resultado un desbalance en las proporciones
adecuadas de cada compuesto.?® Durante el embara-
zo, las Referencias en el Consumo de Dietas, por sus
siglas en inglés (DRIs Dietary Reference Intakes) es-
tablece que durante el segundo y tercer trimestre de
la gestacion la mujer entre 19 y 24 anos debe consu-
mir un minimo de 1.36 g/d de w3 y mujeres de 25 a
49 anos 1.26 g/d de w3, respectivamente, mientras
que de w6 lo establecido por dia es de 1.4 g/d para
compensar el requerimiento fetal.2*%" Los écidos
grasos esenciales y sus derivados son de vital impor-
tancia, ya que son elementos estructurales de las
membranas celulares y, por tanto, esenciales para la
formacion de nuevos tejidos como ocurre durante
la gestacién y la lactancia.'* El sistema nervioso
central es particularmente rico en ADH (4cido doco-
sahexaenoico) y AA (dcido araquidénico).!” El cere-
bro tiene un pico de crecimiento en el ultimo
trimestre del embarazo y al principio de la lactan-
cia,®! por lo tanto un adecuado suministro de estos
AGPIs-CL se considera esencial para el funciona-
miento neurolégico, mejora de las funciones cogniti-
vas y de atencién, asi como desarrollo de la
habilidad motora, lo cual facilita el aprendizaje y el
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buen comportamiento.?! _
FUNCION
DE LOS AGPIs-CL

Actualmente existe diversa evidencia epidemiolé-
gica y experimental, que ha demostrado cudles son
las funciones de los AGPIs-CL; sin embargo, se sigue
estudiando la gama de funciones de estos compues-
tos, ya que se ha visto en diversos experimentos tan-
to en roedores como en primates, algunas otras
funciones importantes que podrian prevenir muchas
enfermedades de tipo metabdlico en la vida adulta.

Acido linoleico 18:2 n-6
y sus productos durante la gestacién

Acido linoleico, también llamado w6, favorece
el crecimiento neonatal y permite el desarrollo de
la funcién nerviosa, visual, cerebral en el feto y
neonato.!727

Acido dihomo-gama-linoleico. Precursores de
sustancias eicosanoides (tromboxanos, leucotrie-
nos y prostaglandinas) que tienen funcién anti-
inflamatoria y regulatoria de las plaquetas.™
Acido araquidénico (AA). Importante marca-
dor del desarrollo.”” Permite la formacién de
membranas en todos los érganos, es también un
precursor importante de las moléculas lipidicas

de senalizacién, unido a fosfolipidos en la mem-
brana permite el flujo adecuado de componentes
como proteinas y hormonas.®

Acido o-linolénico 18:3 n-3
y sus productos durante la gestacién

Acido o-linolénico. Sirve como fuente de ener-
gia para las funciones celulares en el oocito y pre
implantacién del embrién en el desarrollo, regula
procesos reproductivos y actiia en la formacion
de sustancias eicosanoides via regulacién de las
enzima COX-2 (ciclooxigenasa-2), la cual es la
responsable de la conversion de los AGPIs-CL en
prostaglandinas.®

Acido eicosapentaenoico (AEP). Compuesto
de 20 atomos de carbono que durante la gesta-
cion establece un mecanismo de competencia con
el AA para la formacién de sustancias que son
parte de la respuesta inmune.?

Acido docosahexaenoico (ADH). Regula la
extension y establecimiento de la arborizacion
dendritica, la cual ocurre durante la forma-
cion de la memoria. Se encuentra en altas con-
centraciones en el tejido neuronal
principalmente en la corteza cerebral permi-
tiendo el 6ptimo desarrollo neuronal y en las
membranas de los foto receptores en la retina
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favoreciendo la funcidén visual, finalmente es
transportado por los eritrocitos en el torrente
Sangul'neo'23.23‘33.36

Metabolismo de los
AGPIs-CL durante la gestacién

La conversion de los dcidos grasos esenciales con-
sumidos en la dieta por los mamiferos durante la
gestacion es a partir de la actividad enzimaética de
elongasas (elovl 2, elovl5) y desaturasas (A6D, A5D
y probablemente A4D) (Figura 3). Ubicadas en el re-
ticulo endoplasmico de los enterocitos en el higado
materno, estas enzimas forman AGPIs-CL biolégica-
mente activos para la madre y el feto, los cuales se
incorporan rapidamente en los fosfolipidos que for-
man parte de las membranas de los diversos tejidos
v organos. Durante el desarrollo fetal, los AGPIs-
CL, atraviesan la placenta de forma selectiva, ya que
se ha demostrado que el AA y el ADH pasan directa-
mente a través de la placenta por un compartimento
materno especifico hacia el feto, este mecanismo se
conoce como enriquecimiento de AGPIs-CL durante
la vida intrauterina o Proceso de Biomagnifica-
ci6n. 8141737 Esto ocurre durante el tercer trimestre
cuando la demanda fetal para el crecimiento neuro-

nal y vascular es mayor. Existen estudios que han
demostrado que la placenta selecciona AA y ADH a
expensas del AL, a-ALN y AEP, para mantener pro-
porciones considerablemente elevadas de AA y ADH
en la circulacion fetal a la mitad del embarazo'®?®y
al final,'® esto se ha visto que estimulan el desarro-
llo fetal, ya que nifos nacidos prematuramente pre-
sentan bajo peso al nacer y tienen un alto riesgo de
trastornos e incapacidades del desarrollo neurolégi-
co,?? esto porque hubo menos tiempo de exposicion a
los AGPIs-CL en el feto. En la lactancia la madre
debe proporcionar la fuente necesaria de estos com-
ponentes, a través de la leche, ya que seran determi-
nantes para la maduracién final y el adecuado
funcionamiento de los sistemas y 6rganos del pro-
ducto.

El metabolismo de los dcidos grasos que provie-
nen de la dieta comienza, cuando los acidos grasos,
entran a los enterocitos por medio de una proteina
localizada en la pared intestinal que transporta éaci-
dos grasos. Los acidos grasos con mas de 14 carbo-
nos, como es el caso del AL y o-ALN, se esterifican
para formar triacilgliceroles dentro del enterocito y
pasan a la circulacién sanguinea a través de la via
linfatica en forma de quilomicrones. La enzima lipo-
proteina lipasa (LPL), que se encuentra en la pared

Serie w-6

18:2

= < S
<: £ A6 Desaturasa

elongacidn

AS Desaturasa

g
20:3
-
20:4
A
-

elongacion
22:4
elongacion
24:4
A6 Desaturasa
245
4 B-oxidacion parcial

Serie -3
18:3

c‘\sa-s/—v-vvvv{.
<

Figura 3. Mecanismo de
desaturacion y elongacion de los
dcidos grasos esenciales, estos
productos han sido clasificados
por el nimero de carbonos y de
in-saturaciones. C1, C3, C6 = po-
sicion 1, 3,6 en la cadena hidro-
carbonada para numerar la
posicion de los dobles enlaces.
LA, acido linoleico, LNA, acido
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Figura 4. Metabolismo de los
acidos grasos esenciales indican-
do los principales destinos meta-
balicos.

interna de los capilares sanguineos hidroliza los
triacilgliceroles en AG (saturados, mono insatura-
dos o poli insaturados, AGPIs), es asi como pueden
ser transportados a sus diferentes destinos metabo-
licos como el higado y el tejido adiposo, durante la
gestacion llegan a la placenta para ser transportados
al feto y durante la lactancia a la glandula mamaria
para poder ser parte de la leche® (Figura 4).

El descubrimiento de que algunos dcidos grasos
pueden actuar como ligandos de factores de trans-
cripeion, indica que estos dcidos grasos no son me-
ramente moléculas pasivas que aportan energia,
sino que también son reguladores metabdlicos.

Regulacién de los AGPIs-CL y
la expresién de genes metabdlicos

Los AGPIs-CL, son ligados especificos sobre los
PPRAs (clementos de respuesta a proliferadores de
peroxisomas), éstos se activan por concentraciones
micromolares de los mismos.?® El PPARa es un
miembro de la stiper familia de receptores nucleares
esteroides, estos ligandos especificos activos regulan
la expresion de genes relacionados con el transporte
y metabolismo de lipidos.3? El papel de las sefiales de
PPARa denota una sucesiva unién del receptor con
ligandos especificos y luego una especificidad a una

secuencia de DNA [elementos responsables de la
proliferacion de peroxisomas (PPRE)], durante el
proceso de oxidacién la activacién de la transerip-
cion de los genes PPRE ,es decir, genes diana de
PPARa, transcribe y traduce una serie de enzimas
proteinicas implicadas en la oxidacién, como CPT 1
(carnitina palmitoiltransferasa I) enzima limitante
en ciclo de la oxidacion mitocondrial. Su funcién
principal es de transportar los AG al interior de la
membrana para poder ser parcialmente oxidados y
formar ADH y ADP, asi como también se encarga
del transporte de lipidos, el almacenamiento y for-
macion de energia.® Cuando existe una alta concen-
tracion de AGPIs-CL se ha propuesto que se activa
la via de la lipogénesis de igual forma que la b-oxi-
dacion por factores de transeripeion como SREBP-1
(proteinas de unién a elementos de repuesta a los es-
teroles) que inducen la transeripeién y traduccion
de cnzimas limitantes en la via de la lipogénesis
como acetil Coenzima A Carboxilasa (ACC) y la aci-
do graso sintasa (FAS).? Sin embargo, hasta el mo-
mento no esta del todo claro como es que ocurre esta
regulacion, ya que los AGPIs-CL no son ligando es-
pecificos de este factor de transcripeién, por lo que
se propone que existen algunos otros mecanismos
que pueden activar a SREBP-1 induciendo la sinte-
sis y almacenamiento de acidos grasos en la via de
la lipogénesis. 2539
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DISENOS EXPERIMENTALES

Tres tipos de protocolos son los comiinmente usa-
dos en los disenos experimentales para tratar de ex-
plicar los mecanismos metabélicos de los AG y los
AGPIs-CL durante la gestacién. Cada uno utiliza
diferentes dietas suplementadas con AG o AGPIs-CL,
durante el desarrollo y sus resultados concluyen que
dietas enriquecidas o disminuidas en estos acidos
grasos, tienen efecto directo en las concentracio-
nes ADH en el cerebro fetal, lo cual tiene, conse-
cuencias positivas o negativas en pruebas de
habilidad cognitiva y conductual de acuerdo al tipo
de suplementacién dietaria que se administré.”!
Otros estudios en roedores y primates han apoyado
esta evidencia en experimentos realizados con res-
triceién en a-ALN, en los que han visto como la con-
centracion de ADH en el cerebro disminuye
draméticamente en 85% en roedores?*? y en prima-
tes en 75%, teniendo efectos negativos en pruebas de
conducta animal.?! Algunas otras investigaciones se
han hecho en hijos de madres suplementadas con
aceite de pescado (rico en ADH) durante el embara-
zo teniendo mejores resultados en diferentes pruebas
cognitivas a los cuatro anos de edad que el grupo
suplementado con aceite de maiz, que es rico en
AL.82341 T 0s datos obtenidos en los experimentos
realizados con animales y epidemiolégicos, sugieren
que la nutriciéon precedente y posterior al nacimien-
to presenta importantes efectos en la composicion li-
pidica del cerebro y sobre el aprendizaje.?® Las
carencias especificas de acidos grasos w3 influyen en
la integridad neurologica y afectan selectivamente al
aprendizaje y a la capacidad visual.212?

Los estudios realizados con primates confirman
que la carencia de w3 disminuye el desarrollo de la
funcién retinal y de la agudeza visual, por lo que es
de suma importancia declarar que el consumo de es-
tos compuestos por la madre es vital, ya que suple-
menta y compensa las necesidades de su producto
durante el desarrollo.?! En cuanto a la lactancia se
sabe por estudios recientes que los w3 son indispen-
sables, ya que finalizan los procesos de maduracion
de algunos érganos y por tanto es necesario incluir
(ADH) en los alimentos para lactantes.*? Aunque no
existen estudios similares con el AA, los datos expe-
rimentales sugieren que los niveles bajos de AA, se
asocian al crecimiento prenatal y postnatal lento en
ninos prematuros, por tanto, el AA debe considerar-
se un componente necesario durante las primeras
etapas del desarrollo debido a que se encuentra en la
leche humana junto con el ADH.*?

CONCLUSIONES

La dieta cumple un papel social muy importante y
las diferentes formas de preparar los alimentos for-
man parte de la cultura propia de cada regién y
raza. Sin embargo, los trastornos nutricionales son
comunes en todos los lugares del mundo y en cual-
quier periodo de la vida. Durante la gestacion y la
lactancia llega a ser tan dramatico cualquier tras-
torno alimenticio, no sé6lo porque tiene consecuen-
cias en la madre, sino porque repercute directamente
en el establecimiento, desarrollo y maduracién de or-
ganos y sistemas durante la vida perinatal y postna-
tal del individuo, esta condicion ambiental
desfavorable durante este periodo del desarrollo,
predisponen a enfermedades en la vida adulta prinei-
palmente vinculadas con el sindrome metabdélico, re-
sistencia a la insulina, metabolismo de glucosa y
obesidad, hipertensién y dafo vascular,***® Hoy en
dia existe evidencia cientifica de como cada compo-
nente de la dieta afecta a diferentes sistemas en el
organismo, es el caso de los acidos grasos esenciales,
en donde el inadecuado consumo de ellos conduce a
la madre a padecer estrés, ansiedad y depresion
postparto®®15-49 y el producto que proviene de ma-
dres mal suplementadas durante este periodo llegan
a padecer en los primeros dias de vida extrauterina
retinitis pigmentosa,’ dermatitis atopica®*! y en la
vida adulta, enfermedad de Alzheimer, Parkin-
son,’? cancer, diabetes® y problemas cardiovascula-
res,?! desérdenes hiperactivos, esquizofrenia, entre
otras.?* Por tanto la cantidad y la calidad de los
acidos grasos esenciales que ingerimos a diario jue-
gan un papel importante y determinante en cada
etapa de nuestra vida, ya que con ello aseguramos
obtener todo el espectro AGPIs-CL necesario en
nuestro organismo, el nino es indefenso durante
las etapas del desarrollo es por ello que la madre
debe ser la fuente primaria de estos compuestos que
permitirdn a su hijo desarrollar la habilidad para
aprender, para comunicarse, pensar analiticamen-
te, socializarse efectivamente y adaptarse a nuevos
ambientes y personas.

Una dieta que retina todas las caracteristicas ade-
cuadas es fundamental para lograr un buen estado
de salud.
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Antecedentes

Los cambios en los patrones de alimentacion y de
actividad fisica han incrementado el desarrollo de
obesidad a nivel mundial. De acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud, OMS(1) la
obesidad se encuentra entre las primeras diez
causas de riesgo importante para la salud y en
paises en vias de desarrollo la obesidad ocupa el
quinto lugar por prevalencia en donde la obesidad
entre mujeres en edad reproductiva se encuentra
entre el 20 y el 34%.

La obesidad materna también se ha convertido en
un problema importante de salud publica cuya
prevalencia va en aumento en todo el mundo. La
OMS clasifica a la obesidad como una pandemia,
que afecta mas a mujeres que a hombres. La
obesidad en mujeres en edad reproductiva
disminuye la tasa de fertiidad y durante la
gestacion, implica un alto riesgo de presentar
diversas patologias como defectos congénitos en la
descendencia, mayor probabilidad de diabetes
gestacional, hipertensién inducida por el embarazo
(pre- eclampsia), mayor riesgo de aborto
espontaneo en la segunda mitad del embarazo y se
ha demostrado mayor mortalidad perinatal
vinculada al exceso del peso materno.

Estudios epidemioldgicos recientes han
relacionado el aumento en el indice de masa
corporal (IMC) previo al embarazo como un factor
importante para el aumento de enfermedades
metabdlicas en la descendencia, lo cual se origina
por el desarrollo de obesidad materna durante el
embarazo. (2)
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Los bebés de madres con obesidad en general son
mas grandes, inclusive pueden ser macrosomicos,
sobre todo cuando va acompanada de diabetes
gestacional, y son mas susceptibles a la obesidad
en la adolescencia y en la edad adulta(3,4), por lo
gue en anos mas recientes, la preocupacion se ha
centrado en la obesidad materna, sin embargo
existen pocos estudios epidemioldgicos sobre este
tema.

El desarrollo de obesidad infantii puede ser
resultado, no sélo de las condiciones de
sedentarismo, estilos de vida y alimentacion, sino
también de las condiciones nutricionales y
metabdlicas de la madre. Esto se debe a que el
desarrollo de obesidad materna durante la
gestacion y la lactancia, es una condicion de estrés
que predispone al feto en crecimiento al desarrollo
de enfermedades metabdlicas desde la ninez y en
mayor grado, en la vida adulta.

Dentro de los sectores de la poblacién afectados por
el desarrollo de obesidad en México, se encuentran
las mujeres en edad joven y reproductiva, cuya
prevalencia ha aumentado de 9 a 32 %, de 1988 al
2006, y el sector infantil, en donde la prevalencia de
obesidad en nifios en edad escolar ha incrementado
de 11 a 18 %, de 1999 al 2006, de acuerdo a la
Encuesta Nacional de Nutricion. (5)

La prevencién es la mejor manera de evitar este
problema y debido a que el embarazo es la peor
etapa para perder peso, las mujeres con IMC alto
deben disminuir su peso antes de la concepcion. (4)

Origenes del desarrollo de la salud y la
enfermedad

Investigaciones cientificas tanto en humanos como
en animales de experimentacion, han demostrado
gue la salud esta intimamente relacionada con la
calidad de vida en las primeras etapas del
crecimiento. El ambiente perinatal suboptimo puede
programar la predisposicion para el desarrollo de
enfermedades cronicas, incluyendo |a alteracion del
metabolismo de hidratos de carbono (6-10).
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Los hallazgos realizados en 1986 por el Dr. David
Barker de la Universidad de Southampton,
Inglaterra, en donde encuentra una correlacion
entre el bajo peso al nacimiento y el riesgo a
enfermedades coronarias en la vida adulta (11),
fueron el inicio de varios estudios epidemioldgicos
encaminados a identificar la relacién que existe
entre la talla y peso del neonato con la hipertension
arterial, enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares, obesidad, dislipidemias e
intolerancia ala glucosa (12-14).

La hipotesis de los origenes del desarrollo de la
salud y la enfermedad (DOHaD, por sus siglas en
inglés), antes conocida como “programacion del
desarrollo”, propone que la fisiologia y metabolismo
fetal y neonatal pueden ser alterados por cambios
durante una ventana de tiempo critica del
desarrollo, como la gestacion y la lactancia. Estas
alteraciones generan una respuesta fisiologica
permanente en el feto que se asocia con el
desarrollo de enfermedades en el adulto (15-17). El
feto metabolicamente programado presenta
modificaciones permanentes en la estructura y
fisiologia de organos, asi como en la expresion de
genes involucrados en su propio metabolismo (18).

Por lo que el fenotipo del adulto es la suma de los
factores genéticos, asi como de la influencia del
ambiente fetal y postnatal.

La obesidad materna incrementa el riesgo de
complicaciones obstétricas (diabetes gestacional y
pre- eclampsia) y origina alteraciones en el
desarrollo fetal asi como complicaciones en el parto
y muerte neonatal. Estudios epidemioldgicos con
humanos asi como en estudios de investigacion con
animales de experimentacion han demostrado una
clara asociacion entre la obesidad materna durante
el embarazo y la programacién negativa durante el
desarrollo del metabolismo, funcion cardiaca (2, 19-
21)y endocrinade la cria (22,23).

Estudios epidemioldgicos:

La mayoria de los seres humanos en los paises
desarrollados experimentan un entorno en el que la
escasez de alimentos es rara y el consumo de
productos de alto contenido energético esta
disponible, esto ha generado el incremento de
obesidad materna y sobrealimentacion.
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Actualmente, mas de un tercio de las mujeres
embarazadas de los Estados Unidos de America
son obesas(24), esto porque la mayoria de ellas
consume una cantidad excesiva de carbchidratos y
grasas(25). Hoy en dia los estudios
epidemiol6gicos muestran que la obesidad materna
aumenta la incidencia de la obesidad vy el sindrome
metabdlico en nifios(26). El efecto de la obesidad
materna en la susceptibilidad a desarrollar obesidad
en sus hijos, parece ser independiente de la
diabetes gestacional, asi como mujeres obesas con
concentraciones normales de glucosa en sangre
tienen bebés con mayor adiposidad o porcentaje de
tejido adiposo (27).

En un estudio longitudinal en donde 179 nifnos
fueron expuestos a obesidad materna, se observo
que éstos presentaron mayor riesgo de desarrollar
sindrome metabdlico. La obesidad materna, aun sin
el desarrollo de diabetes gestacional, genera
cambios metabdlicos que afectan la salud de la
descendencia (28).

Un punto importante a mencionar es que
actualmente en México no se ha estudiado la
relacion entre el sobrepeso y la obesidad materna
con la obesidad del nifio en edad escolar (29).

Estudios con animales de experimentacion

Estudios con animales de experimentacion han
utilizado diferentes modelos para evaluar el efecto
de la programacion del desarrollo en el
metabolismo. Algunos de estos modelos son la
restriccion nutricional en la dieta de la madre
gestante y durante la lactancia, o la diabetes
gestacional. Varios modelos animales se utilizan
para estudiar los efectos del exceso de nutricion
durante la gestacion y el periodo postnatal
temprano en las crias en desarrollo, es el caso del
modelo de madres alimentadas con dietas ricas en
grasa (HFD por sus siglas en ingles high fat diet - fed
mothers) durante la gestacion y la lactancia, para
desarrollar obesidad materna (actualmente es el
modelo mas utilizado). En la rata, las crias
provenientes de estas madres, son mas pesadas,
mas gordas, desarrollan hiperglucemia y tienen
mayor contenido de lipidos hepaticos al destete,
comparadas con las crias de madres control(30).
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En ratones con el modelo de exceso de nutricion
materna crénica, se observo, que la progenie era
hiperfagica y que ello reducia la locomocién, por
tanto, las crias de estos ratones aumentaban la
adiposidad, presentando desarrollo celular de
adipocitos de 6 meses, cuando estos ratones tenian
3 meses de edad(23). Otro grupo de investigacion
demostro, que la descendencia de ratas madres
alimentadas durante la gestacion y la lactancia con
dietas altamente procesadas, ricas en grasas y
carbohidratos (las cuales son muy agradables al
paladar de estos animales) tenian mayor ganancia
de peso y preferencia al consumo de productos
grasosos, azucarados y salados cuando eran
adultas (31).

En la mayoria de los estudios donde se analiza a la
progenie que proviene de madres-HFD con
sobrepeso, reportan que la camada tenia menor
peso, esto potencialmente debido al periodo en el
que se expuso a la rata madre a desarrollar
obesidad (32). Las diferencias en la duracion del
consuma HFD (es decir, crénica o solo durante la
gestacion y la lactancia) y la composicion de acidos
grasos de las dietas son importantes para explicar
las diferencias en el fenotipo de la descendencia
(32).

Nuestro grupo de investigacion, utilizando ratas
madres obesas con dietas hiperlipidicas, ha
comprobado el incremento de peso y adiposidad,
concentraciones séricas de leptina asi como higado
graso en las madres. Mientras que en la progenie,
tanto hembras como machos, no existe diferencia
de peso al nacimiento ni al destete (dia 21
postnatal), pero si desde edades tempranas, y
acentuandose con la edad hasta los 800 dias,
incremento del peso, tejido adiposo con
caracteristicas hipertréficas, hiperleptinemia y
trigliceridemia (datos en prensa, J. Physiol).
Figura 1.

Figura 1. Efecto de la obesidad materna por la ingesta de dieta alta en grasa antes y

durante la gestacion y la lactancia sobre las crias ? y ? alimentadas con dieta control.
(* p<0.05 madre obesa vs madre control; C = cria de madre control, O = cria de madre obesa)
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Para las investigaciones de obesidad materna y sus
efectos en las crias también se utiliza el modelo de
roedores genéticamente predispuestos a la
obesidad, como ejemplo el ratén obeso agouti (33),
en el que la descendencia fue méas pesada al
nacimiento que la resultante de cruces de ratones
normales. Curiosamente, ninguna diferencia fue
encontrada en el peso cuando eran adultos. El
receptor de leptina heterocigoto deficiente en
ratones (lepr™'") se utiliza para explicar la obesidad
materna, ya que durante el embarazo aumenta el
peso materno debido al exceso de
alimentacion(34). En este modelo, fruto de lep™""
las hembras son mas pesados que los controles,
independientemente del genotipo. Sin embargo,
este modelo se complica por el hecho de que las
madres también presentan diabetes gestacional
espontanea. Levin y sus colegas (35 y 36),
examinaron la interaccion entre la genética y las
madres sobrealimentadas en sub- cepas de ratas
Sprague-Dawley que fueron resistentes o sensibles
a la obesidad inducida por la dieta. Las ratas
sensibles que consumieron dieta alta en energia
antes y durante el embarazo vy la lactancia tuvieron
descendencia con mayor adiposidad,
hiperglucemia, aumento de peso y altos niveles de
leptina como resultado de una madre sensible
expuesta a una dieta alta en energia en
comparacion con los hijos de madres sensibles con
la dieta control. Por el contrario, madres resistentes
con la dieta alta en energia no mostraron ningun
efecto en la ganancia de peso en sus crias, lo cual
indicaba que las madres obesas tienen crias con
mayor susceptibilidad de obesidad y predisposicion
genética inducida por la dieta(33).

La sobre alimentacién postnatal en roedores es
comiinmente estudiada, en este modelo animal
donde se ajusta el niUmero de crias por camada, las
crias crecen mas en camadas pequefas ya que
reciben mayor alimento por parte de la madre y crias
que provienen de camadas grandes crecen menos
pues ellas reciben menos alimento por parte de la
madre.

Este paradigma ha llevado a una serie de
conclusiones interesantes: sobre la
sobrealimentacion durante la lactancia la cual se
sabe que tiene efectos a largo plazo, en especial en
la regulacion del balance de energia, como ejemplo
las ratas adultas provenientes de camadas
pequefias aumentan de peso gradualmente
desarrollando asi en la vida adulta obesidad (37),
resistencia a la leptina (38) y anormalidades en la
sensibilidad de las neuronas del hipotalamo de
diversas sefales de neuropéptidos y nutrientes

(39). = e e
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Por otro lado, se ha demostrado que la
descendencia de madres sobrealimentadas es
hipersensible a |las dietas altas en grasa en la edad
adulta, al tener mayor ganancia de peso acelerada y
trastornos metabodlicos en comparacion con crias
provenientes de madres control, que son sometidas
a este tipo de dieta en la edad adulta, al parecer
presentan en parte, defectos a largo plazo en la
sensibilidad a |la leptina a nivel hipotalamico (40).

Las consecuencias de la obesidad materna y el
consumo de HFD sobre la regulacion del balance de
energia en las crias ha sido estudiada en modelos
de primates no humanos por el grupo de Grove y
colegas, sorprendentemente los resultados en fetos
de macacos japoneses alimentados con HFD
mostraron que habia fetos obesos conresistencia a
la insulina o fetos delgados con sensibilidad a la
insulina normal, lo cual evidencia senales severas
de lipotoxicidad. Las crias jovenes de este modelo
animal (de 6 meses de edad) que provienen de
madres HFD son mas pesadas y con mayor
adiposidad, también presentan altos niveles de
leptina y signos de enfermedad de higado
graso(41). Esto sugiere que tanto el modelo en
primates, como en roedores, demuestran que la
sobrealimentacion materna predispone a la
progenie de forma temprana a la obesidad y
trastornos metabaolicos.

Los efectos de la sobrealimentacion postnatal
temprana se han estudiado también en hembras
jovenes adultas de la especie babuina que fueron
sobrealimentadas, lo que generd bebés mas
pesados y con mayor adiposidad en comparacion
con hembras del grupo control(42).
Sorprendentemente, sobrealimentacion antes del
destete aumenta la adiposidad en babuinos
machos, pero no afecta el peso corporal (42).

Aungue la programacion de la fisiologia de la cria
por la obesidad materna y el efecto del consumo de
dietas hipercaldricas puede ser revertida con la
intervencion nutricional materna previa a la
concepcién, este tema continua siendo una
pregunta de importancia clinica y fisiolégica. Los
modelos con roedores para la programacion
metabdlica del desarrollo de la cria por la obesidad
materna y el excedente de nutricion materna han
sido extensamente investigados, pero todavia no
existen investigaciones enfocadas a la prevencion
eneltema.




Revista de la Escuela de Medicina “Dr. José Sierra Flores”

En un estudio reciente de nuestro grupo se
demostré que la intervencidon nutricional un mes
previo a la gestacion de ratas con obesidad, puede
revertir parcial o totalmente algunos de los efectos
adversos de la programacion del desarrollo
generados por la obesidad materna en las crias
macho (datos en prensa. J Physiol). Algunos de los
parametros de las crias macho que pudieron
revertirse por la intervencién nutricional de las
madres con obesidad previa a la gestacion, fueron
la resistencia a la insulina, concentraciones sericas
de leptina e insulina, asi como la cantidad y tamaro
de celulas del tejido adiposo visceral, a la edad
adulta joven,

Conclusion

El incremento de obesidad de mujeres en edad
reproductiva y las complicaciones que implica a
corto y a largo plazo tanto en la madre como en el
hijo, es motivo para desarrollar a la brevedad
posible estudios sobre la intervencion preventiva
que mejoren la calidad de vida de ambos. Sinlugar a
dudas, la intervencion con mayor probabilidad de
exito seria el cambio nutricional y de estilo de vida
que previene el desarrollo de la obesidad en la
mujer antes de los anos reproductivos (43). La
intervencion en el embarazo, asi como la mayoria
de las areas de la salud, necesitan bases firmes y
evidencias cientificas reproducibles. Las evidencias
gue ayudarian a persuadir a las mujeres obesas de
reducir su IMC ya sea antes o durante el embarazo,
serian dos: primero que la obesidad materna es
danina para la madre y la progenie en muchos
sentidos y segundo, que la disminucion apropiada
del IMC y de ingesta de alimentos puede
proporcionar beneficios significativos para ellas y
sus hijos.

Sin embargo, no toda la responsabilidad debe
recaer en la mujer en edad reproductiva. Las
decisiones y estilo de vida que se tengan en el
presente afectaran la calidad de vida de nuestros
hijos y nietos. La problematica nos incumbe a toda
la sociedad, autoridades, el sector salud,
costumbres familiares y culturales. Cuando una
mujer esta embarazada, la sociedad que la rodea
esta embarazada, tomemos consciencia y
luchemos por la salud de nuestros nifos.
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“Regulacion del Apetito por las Hormonas Esteroides”

RESUMEN

El apetito es el deseo de satisfacer la necesidad de
consumir alimentos, el cual esta regulado por el
equilibrio entre la ingesta vy el gasto energético a
través de senales existentes en el cerebro, el tracto
digestivo y el tejido adiposo. Los hombres y las
mujeres tienen variaciones en la conducta
alimentaria y la forma en que se almacena la grasa
corporal. Elbalance de energia y ladistribucién dela
grasa del cuerpo son parte del dimorfismo sexual en
muchas especies de mamiferos incluyendo el ser
humano. Estas diferencias sexuales podrian estar
relacionadas con el perfil de las hormonas sexuales
esteroides diferentes en cada sexo. Las hormonas
esteroides gonadales juegan un papelimportante en
la regulacién de la ingesta de alimentos y la
homeostasis energética. Estudios epidemioldgicos
y experimentales han demostrado que el estradiol
tiene un papel clave en el control del consumo de
alimentos y el balance energético, asi como en la
inhibicién del apetito. En las mujeres existen
cambios importantes en los patrones de consumo de
alimentos durante el ciclo menstrual, presentando
disminucion en su ingesta durante el periodo de
ovulacion, cuando las concentraciones de estradiol
alcanzan los niveles mas altos. En los hombres
existe menos grasa total y la distribucion de ésta es
regularmente enla parte central (abdominal), lo cual
conlleva a mayor riesgo de desarrollar desérdenes
metabdlicos.

¢ Departamento de Biologia de la Reproduccion, Instituto

Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn,

14000, Mexico.

* Posgrado en Ciencias Biomédicas, Facultad

de Medicina, Universidud Nucional Awtonoma de México
UNAM, Mexico D.F.

Autor Responsable: Elena Zambrano.

Afiliacion: Departamento de Biologia de la Reproduccion,
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador

Zubiran. Direccion: Vasco de Quiroga #135, Seccion XV1,
Tlalpan 14000, México D.F., México.

Teléfono: (52) 55-5487-0900 ext 2417

Fax: (52)55-5655-9859

Email: zamgon@servidonungm.mx

" C.J. Bautista
" L.A. Reyes Castro
'E. Zambrano

Enelcasodelas mujeres, se havisto que tienen mas
grasa total, pero su disfribucién es subcutanea
principalmente en la region glateo/femoral, con
menor predisposicion a problemas metabolicos. En
el caso de las mujeres post menopausicas se ha
reportado que tienden a acumular mas grasa en la
parte intra-abdominal. Es por ello que el objeto de
esta revision es presentar los mecanismos por los
cuales los esteroides sexuales afectan la conducta
alimenticiay distribucion de |la grasa corporal.

Palabras Clave: Hormonas esteroides gonadales,
apetito, ingesta de alimento, estradiol, leptina e
insulina.

Regulacion del apetito por las hormonas
sexuales.

El apetito se define como el deseo de satisfacer la
sensacion de consumir alimentos (hambre). El
apetito se activa debido a que el individuo no sélo
debe cubrir la necesidad de satisfacer el hambre,
sino también otra funcion fisiologica como la
termorregulacion, la cual mantiene el flujo continuo
de energia que esta siendo utilizada por las células
de nuestrocuerpo’. Lasensacion de apetito, el cual
existe en todas las formas de vida, permite regular la
ingesta de energia para mantener las necesidades
metabdlicas. Esta sensacién esta estrictamente
regulada por un complejo sistema fisiolégico que
equilibra el consumo de alimentos y el gasto
energético a traves de una estrecha comunicacion
de las senales aferentes y eferentes entre el
cerebro, el tracto digestivo y el tejido adiposo.
Cuando se ingiere alimento se inicia el proceso de
digestion lo que emite la sensacion de saciedad.
Circuitos en el cerebro central integran las sefiales
de saciedad para mantener el flujo de energia
continuo durante el cambio en el estado
nutricional. **

El peso corporal se mantiene estable cuando la
ingesta de alimentos y el gasto de energia estan en
equilibrio.
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El hipotalamo integra las sefales de las vias
centrales y periféricas, lo cual nos demuestra el
papel importante que tiene en la regulacién del
apetito®, la homeostasis energética esta controlada
por el tejido adiposo, el pancreas y el tracto
gastrointestinal’, los cuales tienen regulacion y
comunicacién directa con los circuitos centrales en
el hipotalamo y el tronco cerebral, para producir
efectos negativos o positivos sobre el balance
energético. El nidcleo arqueado (ARC) del
hipotalamo integra las sefales mediante la
alteracion de la actividad relativa de |las neuronas
que expresan el neuropéptido Y (NPY),
relacionados con la proteina Agouti (AgRP), la
melanocortina (MSH) y el péptido regulador de la
transcripcion de la anfetamina y la cocaina (CART).
Estos neuropéptidos activan a los nucleos
intermedios y modulan la liberacién de péptidos
anorexigénicos y orexigénicos que ajustan el gastoy
el consumo de energia, para mantener el peso
corporal estable’. Si bien estas sefiales dependen
de los circuitos en el hipotalamo, el tronco cerebral y
el sistema limbico para modular la liberacion de
neuropéptidos relacionados con la ingesta de
alimento y el gasto de energia® a nivel periférico |a
regulacion se ve apoyada por sehales que se
producen en el tejido adiposo (leptina y
adiponectina), en el pancreas [insulina y polipéptido
pancreatico (PP) y glucagén] vy en el fracto
gastrointestinal [colecistoquinina (CCK), péptido YY,
el péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1),
oxintomodulina (OXM) y la grelina]l. La funcién
primordial de todas estas sefiales generadas a nivel
periférico es atravesar la barrera hemato-encefalica
para poder entregar la informacion a nivel del
hipotalamo y el tallo cerebral. Fig.(1)

Por otro lado, las hormonas esterocides gonadales,
como los androgenos, los estrogenos y los
progestagenos, son altamente conocidos por su
participacién directa en la regulacion e intervencion
en el desarrollo sexual y la funcién reproductiva .

Estas hormonas sexuales regulan el eje hipotalamo-
hipéfisis-génada por refroalimentacién positiva o
bien negativa, esto lo hacen por medio de los
receptores a nivel de hipotéalamo e hipdfisis. Sin
embargo, también se ha reconocido el papel que
juegan en ofras acciones biolégicas gue no son
relacionadas necesariamente con tejidos
reproductivos o funciones reproductivas’. La
obesidad, se describe como una epidemia, que cada
vez es mayor en los paises desarrollados y en vias
de desarrollo.

Esta epidemia ha provocado problemas metabdlicos
adversos que ponen en riesgo la vida del humano y
se sabe que tiene importantes diferencias entre
género, para establecer la prevalencia de estas
enfermedades metabdlicas. Dichas diferencias
sexuales, pueden estar relacionadas con el perfil de
las hormonas sexuales, las cuales son diferentes en
hombre y mujeres. Las hormonas sexuales actlan
en diferentes regiones del sistema nervioso central
(SNC) y he aqui donde se cree gue existe la
comunicacion, participacién y regulacion de éstas
en la ingesta de alimento y el gasto de energia. La
expresion de receptores de las hormonas sexuales
esteroides (esirogenos y andrégenos), se han
enconirado en |as regiones de ciertas neuronas, las
cuales son complejos reguladores del apetito™.

Las hormonas esteroides sexuales tienen diversas
acciones que afectan el peso corporal y la
adiposidad, esto independiente de la alimentacion,
incluso de los efectos sobre el gasto energético, la
funcion gastrointestinal, el metabolismo y la
composicion corporal. Estudios epidemioldgicos y
experimentales han demostrado que el estradiol
tiene un papel clave en el control de la ingesta de
alimento y el balance energético. Ya que en mujeres
postmenopausicas, se observo, que los niveles de
estradiol son mas bajos en comparacion con las
mujer que tienen sus ciclos regulares, este cambio
en las mujeres postmenopausicas probablemente
influya en los cambios en el peso corporal y
acumulacién de grasa'. En el caso de ratas
hembras ovariectomizadas, se incremento la
ingesta de alimento y el peso corporal.

Actualmente se sabe, que los estrogenos regulan a
nivel periférico la ingesta de alimento, ya que esta
hormona tiene relacion directa con las hormonas
metabolicas como la adiponectina, leptina e insulina,
las cuales se expresan en el tejido adiposo y
pancreas, pero no solo eso, también los estrégenos
a nivel central controlan la ingesta de alimento y €l
peso corporal, actuando directamente en el
hipotalamo™, Fig. (2).

Senales periféricas hormonales debido a la
ingesta de alimento.

Leptina

La leptina es una hormona de 16 kDa con 167
aminoacidos, es secretada por una variedad de
tejidos, principalmente el tejido adiposo a fravés de
los adipocitos, el cual se convierte en el érgano de
mayor produccién®,
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la leptina regula la ingesta de alimento y el gasto de La leptino-resistencia conlleva a la obesidad. Sin
energia, pero también se ha asociado con funciones embargo, la leptino-deficiencia contribuye también
relacionadas al crecimiento y desarrollo™ ", Una de al aumento de |la grasa corporal y peso. La leptina
sus principales acciones es actuar sobre el nicleo tiene mayores efectos negativos durante el hambre
arqueado del hipotalamo, para inhibir la ingesta de gue en el periodo de abundancia, ya gue en el ayuno
alimento por la secrecién de neuropéptidos esta se encuentra en niveles bajos, lo cual induce
estimulantes anorexigénicos, como pro- hiperfagia, tendiendo a almacenar grasas vy
opiomelanocortina (POMC) y CART. Esta disminuyendo el gasto de energia, mientras que en
regulacion, logra inhibirla unidad del apetito a través la obesidad los nivel altos no regulan o favorecen la
de la interaccion con sus receptores de leptina (Ob- pérdida de peso®.
R), los cuales son miembros de la familia de
receptores de citocinas, que tiene un Unico dominio Hay una compleja interaccion entre los esteroides
trans-membranal’®, estos presentan multiples sexuales y la accion de la leptina sobre el peso
isoformas resultado del empalme alternativo del corporal. Esto se ha establecido debido a que
RNAm y procesamiento post-transduccional®. Hay niveles bajos de esteroides sexuales femeninos,
tres clases de Ob-R:larga, cortay soluble. aumentan significativamente el peso corporal y la
ingesta de alimentos™®.
Durante el desarrollo, la leptina juega un papel
importante en la organizacion de las interconexiones Diferentes estudios demuestran, que las hormonas
entre los diversos nucleos hipotalamicos implicados sexuales esteroides regulan directamente o
en el apetito. Varios estudios realizados en indirectamente la produccion y secrecion de leptina.
roedores, han demostrado aumento en la Esto lo comprobaron en ratas ovariectomizadas, a
concentracion de la leptina durante los dias 10 al 14 las que se les administraron estrégenos y
de lactancia™™. Lo cual se ha relacionado con la observaron que tenian menor ingesta de alimento y
maduracién de los procesos nerviosos centrales que peso corporal, lo cual les permitié concluir, que esto
regulan el apetito en la vida posterior. La leptina era probablemente debido a la regulacién positiva
también parece desempenar en la programacion del de los estrogenos sobre la expresion del gen de la
desarrollo, ciertas funciones importantes implicadas leptina®.
con los mecanismos estructurales y funcionales de
los centros hipotalamicos, orexigénicos vy Varias hormonas esteroides regulan la formacién del
anorexigénicos durante el periodo postnatal RNAm y la expresion de proteinas de |a leptina. Esto
temprano. La programacion del desarrollo es el ha sido comprobado en experimentos in vivo e in
resultado de determinados cambios que ocurren vitro, donde la influencia de estrogenos vy
durante ventanas criticas de crecimiento. Por tanto, andrégenos afectan directamente la cantidad de
alteraciones sobre algtin eje o centro de regulacion, RNAm expresado y la leptina secretada en el tejido
quedara alterado y con efectos persistentes durante adiposo de larata®.
la vida. Varios estudios indican que el tiempo vy el
establecimiento adecuado de la leptina durante el Los andrégenos tienen un efecto negativo y los
desarrollo postnatal en los roedores es fundamental, estrogenos un efecto positivo sobre la expresién de
ya que algun dafo en ella, predispondra a presentar la leptina. Estos mecanismos de regulacion estan
obesidad en laedad adulta™*. directamente mediados por los receptores
nucleares androgénicos y estrogénicos que tiene el
Las concentraciones circulantes de leptina se adipocito y que permite regular la transcripcion del
correlacionan positivamente con la cantidad de gende laleptina®.
grasa almacenada®’. Sin embargo, las
concentraciones séricas de leptina en reciéen INSULINA
nacidos son mas altas que en los adultos™* a pesar
de tener menor proporcion de grasa en el cuerpo, La insulina es una hormona metabdlica producida
inmediatamente después del nacimiento®. Los en el pancreas, es la primera en ser descrita como
resultados obtenidos en nuestro laboratorio, generadora de sefales reguladoras de la
demuestran que la concentracion de leptina en el adiposidadz’. Lainsulina entra en el cerebro a fravés
suero de las crias no inhibe el apetito (consumo de de un receptor mediado por saturacion, estos se
leche) durante el periodo neonatal, mostrando que absorben en la barrera hematoencefalica en niveles
el tejido adiposo de la cria no es la Unica fuente de proporcionales a la concentracion de insulina
leptina'®.
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circulante®, generando una sefal anorexigénica ,
gue induce la baja de ingesta de alimento y peso
corporal. La insulina correlaciona positivamente con
el balance de energia a largo plazo. La secrecion de
insulina aumenta inmediatamente después de
comer” y sus concentraciones en la sangre
dependen del total de depdsitos de grasa corporal y
la distribucion de la grasa visceral, la cual puede
ser un factor determinante para desarrollar
obesidad™.

La senalizacion de la insulina implica una cascada
de eventos iniciados por la unién de ésta a su
receptor, el cual se compone de una subunidad a
extracelular que se uneala insulina, (permite la auto
fosforilacion del receptor) y una subunidad
intracelular (fraduce la seial), la cual tiene actividad
de tirosina quinasa que permite |la fosforilacion del
receptor de la insulina (IRS)"*. Hasta el momento
se han identificado dos tipos de receptores el |IRS-1
y el IRS-2 en las neuronas™®. El receptor de la
insulina tiene dos variantes de empalme lo cual
explica los subtipos, el subtipo A, tiene mayor
afinidad por la insulina y la expresién mas extendida,
el subtipo B presenta menor afinidad y menor
expresion de la insulina en los tejidos clasicos
sensibles, tales como grasa, musculo e higado™*.
Los receptores de la insulina estan ampliamente
distribuidos en el cerebro, sobre todo en los nucleos
hipotalamicos implicados en la ingestz de
alimento®* con mayor concentracién en el bulbo
olfatorio, el hipocampo, la corteza cerebral y el
ARC".

La insulina es una hormona anabdlica, permite
disponer a las células del aporte necesario de
glucosa para los procesos de sintesis con gasto de
energia. Su funcion es la de favorecer la
incorporacion de glucosa de la sangre hacia las
células. Lainsulina es secretada por las células 3 del
pancreas cuando el nivel de glucosa en sangre es
alto y por tanto, disminuye la concentracion de la
misma mediante su captacion y transporie al
musculo y adipocito, con la finalidad de prevenir la
formacién de glucosa por el higado. Se ha
demostrado, que los receptores de estrogenos (ERa
y ERB) estan principalmente en las neuronas del
hipotalamo, higado, tejido adiposo, musculo y
pancreas, su presencia en estos tejidos ha sido
relacionada con la regulacién del balance de
energia, la acumulacién de grasa y el metabolismo
de la glucosa.

Sin embrago, se ha observado que el ERa tiene
mayor implicacion sobre estos tejidos que el ERB y
gue tanto el ERacomo el ERp estan involucrados
en la regulacion de las funciones [ pancreaticas de
la célula y las neuronas del hipotalamo®. Asi lo
describieron los experimentos realizados en ratones
Knock-outen el receptor” y la aromatasa®, donde se
mostro obesidad y resistencia a la insulina debido a
la nula accién de los estrégenos®.

La predisposicion a desarrollar problemas de
tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina
estan presente en ratas ovariectomizadas™ y en
mujeres menopausicas”, ambas con bajos niveles
de estrogenos. Esta predisposicion se ha visto que
se disminuye, cuando ambos modelos son
reemplazados con estrégenos™. Por otro lado, se
ha informado de que la funcién deficiente de
estrogenos en hombres por la ausenciade ERa o la
aromatasa, resulta en problemas de salud de tipo
metabdlico®.

Cambios en los niveles de estrégenocs en la sangre
ocurren durante la gestacién, asi como durante el
ciclo menstrual en el humano o en el ciclo estral en
roedores. En esta situacion fisioldgica, se ha visto
gue el estradiol esta involucrado en mantener los
niveles normales de insulina y beneficiar la funcion
de las células 3 del pancreas. Sin embargo, las
concentraciones niveles de estradiol por encima o
debajo de los rangos fisioldgicos pueden provocar
resistencia alainsulinay diabetes tipo 1.

Regulacion de la Ingesta de alimento en el ciclo
ovarico de diferentes especies

En hembras de diferentes especies, la alimentacion
esta asociada con la funcion del eje hipotalamo-
hipdfisis-génada. En general, en el ciclo ovulatorio,
esta demostrado, que en hembras de diferentes
especies como, humanos', primates rhesus®,
ovejas”, ratas™'y cuyos®, presentan unareduccion
en la ingesta de alimento cuando éstas se
encuentran cercanas o alrededor del periodo
ovulatorio, justo cuando las concentraciones de
estradiol estan en los niveles mas altos.

Hay variaciones en la alimentacion durante las
diferentes fases de los ciclos menstruales en las
mujeres. Laingesta de alimento en éstas durante el
periodo peri-ovulatorio disminuye, el cual se
identifica con los cuatro dias donde aparece la
hormona luteinizante (LH)**
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y donde los niveles de estradiol se encuentran en su
maxima concentracion. Algunos estudios también
demuestran que la ingesta de alimento es mayor
durante la fase |itea en comparacion con la fase
folicular™®. Estos datos muestran que las mujeres
comen alrededor de un 10% menos en la ventana
peri-ovulatoria’. El estradiol y la progesterona en las
mujeres estan ciclicamente relacionadas, sin
embargo, la variacion del estradiol durante el ciclo
tiene influencia en la ingesta de alimento, mientras
gue la progesterona se ha demostrado que notiene
ningun efecto regulatorio sobre esta’. En mujeres,
las fluctuaciones de leptina durante el ciclo
menstrual correlacionan directamente con el
estradiol, peroc no con la progesterona®®. La
concentracion de estrogenos, especialmente de
estradiol correlaciona inversamente con la
alimentacion durante muchos procesos fisiolégicos,
por lo que hoy se sabe que existe definitivamente
conexion directa de las hormonas esteroides y las
metabdlicas.

Ratas y ratones tienen 4-5 ciclos ovaricos. En las
ratas alrededor del 80 a 90% de la ingesta de
alimentos se produce en la noche. Durante la noche,
después del incremento de LH, viene la ovulacion;
como consecuencia, hay disminucion en la ingesta

de alimento hasta un 25%, sin haber ningln
mecanismo compensatorio de la frecuencia en la

comida"**. La concentracion de estradiol es mas

alta justo antes del pico de LH, pero muy baja
durante el estro. La disminucién de la ingesta de
alimento debido al estro en ratas y ratones se debe a
la activacion de ER gue estimulan los factores de
transcripcion que tienen regulacion metabolica y
parece ser que estos mantienen su efecto durante
las siguientes 12 horas. En metaestro, la secrecion
de esteroides sexuales disminuye y aumenta la
ingesta de alimento. Sin embargo, el metaestro en
ratas y ratones dura solo 6-8 horas y se produce
cuando estos animales comen muy poco. Dado que
estos animales son nocturnos, se alimentan durante
las noches, por lo que son modelos pobres para
poder describir los procesos hormonales y
fisiolégicos del comer durante las fases post-
ovulatorios®,

El cambio ciclico en la regulacion de la ingesta
aparentemente no se produce durante los ciclos
anovulatorios™. También se puede suprimir en las
mujeres cuya conducta alimenticia se encuentra
bajo fuerte restriccién cognitiva™, sin embargo no es
claro si el tamafio o la proporcién es afectada’.

La ovariectomia produce aumento inmediato en la
alimentacion y también aumento del 10 al 30% en la
adiposidad corporal en ratas y ratones”. La
reduccion de los estrégenos como ocurre en la
menopausia y en los animales gonadectomizados
se ha asociado con el aumento de la adiposidad
visceral.

Diferencias sexuales en la homeostasis del
balance de energia.

El balance de energia y la distribucién de grasa del
cuerpo son parte del dimorfismo sexual en muchas
especies de mamiferos, incluido el ser humano. Los
hombres tienen menos grasa total, su distribucién es
localizada en la region central o intra-abdominal, a
esta distribucion se le conoce como “androide” o
forma de manzana por el patron de localizacion de |la
grasa, también llamada perfil de manzana, esto
conlleva a un riesgo mayor para los trastornos
metabdlicos, ya que el tejido adiposo se distribuye
mas en la region subcutanea. En contraste, las
mujeres tienen mas grasa total y mayor distribucion
de grasa subcutaneaen gliteo/femoral, a este perfil
se le conoce como “ginoide”, o de patron femenino,
también llamado mujer pera. Esta distribuciéon no
esta directamente relacionada con el riesgo de
trastornos metabélicos™. Fig. (3).

Los esteroides gonadales son reguladores que
tienen efectos importantes sobre el
almacenamiento, la distribucion de grasa y el
tamafo del adipocito®. Las hormonas ovaricas
brindan proteccion contra el desarrollo del sindrome
metabdlico. Por el contrario, en los hombres hay
mayor prevalencia a los trastornos metabolicos por
la falta de estas hormonas, que presentan las
mujeres antes de la menopausia. Sin embargo,
después de la menopausia, tienen posibilidades
cada vez mayores de sufrir problemas
metabolicos®. Esto, es debido a que la grasa intra-
abdominal varia de forma inversa con los niveles de
estrogenos. Los hombres tienen concentraciones
mas bajas de estrogenos, las mujeres después de la
menopausia tienen menor produccién de
estrogenos y por ello aumentan la adiposidad intra-
abdominal y si las mujeres reciben terapia de
reemplazo hormonal durante esta etapa, pueden
reducir el riesgo a acumular grasa, lo que sugiere un
papel especifico de los estrogenos en la limitacion
de grasa intra-abdominal®.
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Apetito y los disruptores endocrinos

El apetito puede verse afectado por disruptores
endocrinos. Los disrruptores endocrinos son
moléculas naturales y sintéticas que se unen a
diferentes tipos de receptores hormonales, ya sea
imitando o bloqueando la accién hormonal. Estos
compuestos endocrinos se encuentran
ampliamente distribuidos en el medio ambiente y
muestran actividad estrogenica, antiestrogenica,
antiandrogénica e incluso obesogénica. Estos
compuestos son lipofilicos y pueden ser
almacenados por largos periodos en el tejido
adiposo®. La exposicién excesiva a estos
disrruptores endocrinos en los seres humanos y
otros animales tiene impacto en la ganancia de
peso con predisposicién a la obesidad®.

Programacién del desarrollo e ingesta de
alimento.

Los estrégenos y sus receptores también pueden
modificar el desarrollo del feto, dando lugar a
cambios permanentes en los adipocitos y el
metabolismo celular. Estos a su vez conducenaun
exceso de grasa corporal visceral con desarrollo a
enfermedades de tipo cardiovascular y diabetes tipo
Il en la edad adulta. Nuestro grupo ha demostrado
gque en ratas embarazadas con restriccion
proteinica, las concentraciones séricas de
progesterona®, testosterona, estradiol vy
corticosterona” se incrementan en comparacion con
el grupo control, justo al final de la gestacidon. La
exposicion del feto a estos esteroides puede
predisponer al mismo, a desarrollar problemas
metabdlicos en lavida adulta®.

La masculinizacion del cerebro femenino en el
desarrollo temprano disminuye de manera selectiva
en la vida adulta los procesos sensibles que regulan
la inhibicion del apetito por accion del estradiol, por
lo contrario, la feminizacion del cerebrono afectaala
sensibilidad en la vida adulta a los efectos
estimulantes de la testosterona’.

Los datos disponibles sugieren que la organizacion
de la diferenciacion sexual en la vida temprana
formara parte de |los procesos de regulacion de las
hormonas gonadales del individuo en la vida adulta.
En nuestro modelo en rata, larestriccion materna de
nutrientes durante el embarazo reduce la cantidad
de grasa en el cerebro durante el crecimiento fetal
generando un impacto negativo en el desarrollo

normal del cerebro™ y en el comportamiento™™.

Ademas, hemos demostrado que el aumento de la
concentracion de leptina en la vida postnatal de las
crias se retrasa por la desnutricion prenatal, lo que
conlleva a desarrollar alteraciones en el apetito, con
trastornos metabdlicos en la edad adulta”. La
madres restringidas durante el embarazo y/o la
lactancia tuvieron descendencia femenina con
mayores niveles séricos de testosterona durante el
ciclo estral®®, mientras que en los machos estuvo
disminuida la concentracion, (cabe mencionar que
las crias después del destete recibieron dieta
control, la cual cubre los requerimientos alimenticios
de roedores en desarrollo)”. Las concentraciones
de colesterol y triacilglicéridos en los machos que
provenian de madres restringidas durante el
embarazo y las cuales después del parto recibieron
una dieta normal estuvieron elevadas. En contraste,
las hembras no tuvieron cambios en estos
parametros. Por otro lado, las crias hembras y
machos de madres restringidas en ambos periodos,
presentaron en la vida adulta mayor leptina, grasa
corporal y visceral, asi como resistencia ala insulina
y mayor ingesta de alimento en comparacion con las
crias de madres control. Estos resultados nos
permiten concluir que la restriccion proteinica
durante el embarazo y/o la lactancia alteran el
crecimiento postnatal y el comportamiento en el
apetito, asi como la fisiologia de la leptina,
triacilglicéridos, colesterol, metabolismo de Ila
glucosa y resistencia a la insulina, de acuerdo al
tiempo de restriccidn nutricional y sexo™™. Por otro
lado, la obesidad materna también modifica el
fenotipo de la descendencia. Nosotros hemos
probado en nuestra linea de investigacion, que ratas
alimentadas con dieta alta en grasa durante la
gestacion y lactancia y después del destete con
dieta control, tiene efectos negativos sobre la
descendencia masculina ya que estos presentaron
aumento en el tamafno de los adipocitos y mayor
masa corporal. Las concentraciones de los
triacilglicéridos, leptina e insulina estuvieron altas™,
lo que nos permite concluir que la programacion del
desarrollo puede determinar los factores de riesgo
para desarrollar trastornos en el apetito, obesidad,
diabetes, hipertension y otras enfermedades crénico
degenerativas en la vida adulta de la progenie.

Resumeny Conclusién

En los dltimos afios el conocimiento del sistema
fisiolégico y las redes que regulan la ingesta de
alimento y el peso corporal ha aumentado
enormemente.
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El sobre peso y la obesidad es el resultado del
desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético,
cabe mencionar que existen importantes diferencias
con respecto al género, esto directamente
relacionado con el niumero y prevalencia de casos
clinicos que presentan enfermedades metabdlicas.
Estas diferencias sexuales, podrian estar
relacionadas con el perfil diferente de las hormonas
sexuales entre hombres y mujeres. Hoy en dia los
estudios relacionados con las diferencias de sexo en
la regulacion del apetito ha confribuido fuertemente
como parte importante en el entendimiento de la
fisiologia de la alimentacion. El profundizar en el
conocimiento de la regulacién entre las hormonas
esteroides y el balance energético, sera relevante
para el desarrollo de tratamientos efectivos para los
pacientes obesos. La mejor comprension de las
diferencias de género en la regulacién de la ingesta
de alimento y la acumulacién de grasa, permitira de
manera trascendental el desarrollo de farmacos que
prevengan o reviertan la epidemia de obesidad, la
cual hoy en dia es la causa de muchas
enfermedades de tipo metabdlico, principalmente,
diabetes, resistencia a la insulina, hipertension y
dafio vascular. Es importante mencionar que siguen
siendo los tratamientos mas efectivos y seguros los
que estan dirigidos a la regulacién y modificacién de
la calidad y cantidad de ingesta de alimentos y la
practica de ejercicio para aumentar el gasto
energético. Sin embargo, es importante reconocer
gue hoy en dia, las necesidades del mundo son
diferentes y que se requiere mayor investigacion
clinica, social, cultural y experimental para tratar de
explicary resolver el problema.
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Maternal protein deficiencies can developmentally program offspring to lifelong dysfunction of many
physiological systems. We hypothesized thar maternal isocaloric low protein diet during feral and early
postnatal development would negatively affect female offspring anxiety, exploration, associative learning
and motivation as measured by the elevated plus maze (EPM), open field test (OFT), operant conditioning
and the progressive rartio task, respectively. Control mothers (C) received a 20% casein diet and restricted
mothers (R) a 10% casein diet to provide four groups: CC, RR, CR, and RC {first letter pregnancy diet and
second lactation diet) to enable evaluation of offspring effects influenced by maternal diet during preg-
nancy and lactation. Maternal protein restriction decreased open arm time and distance in RR and RC
offspring, increased anxiety behavior, in the EPM. In the OFT, the RR and RC offspring displayed decreased
exploration (increased stress) as indexed by decreased distance in the center zone. These behaviors in
the EPM and OFT was associated with increased corticosterone levels during an immobilization test in
the RR offspring with intermediary effects in the RC offspring. Learning impairment was observed in the
RR. CR and RC offspring during fixed ratio 5 schedule of reinforcement. Motivational effects were mea-
sured in RR offspring responding less, decreased motivation, and CR offspring making more responses,
increased motivation, than CC offspring. These findings reveal the negative effects of developmental pro-
tein restriction on female offspring behavior. The underlying basis for these negative outcomes remains
to be elucidared.
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1. Introduction et al, 2011; Bedi, 2003; Lister et al., 2005, 2006; Morgane et al.,

2002). Behaviors such as learning and memory, emotional reg-

In many societies nutritional insecurity remains a serious prob-
lem (Jaron and Galal, 2009; Tanumihardjo et al., 2007). Reduced
maternal nutrition certainly affects feral development with the
brain particularly susceptible to the intrauterine environment in
both altricial and precocial species (Morgane et al., 1993; Rice and
Barone Jr, 2000). We have recently shown in baboon that an ade-
quate maternal diet is vital for the development of the central
nervous system (Antonow-Schlorke et al.,, 2011). Poor nutrition
during development profoundly affects the fetal brain especially
neurons of the frontal cortex and limbic system (Antonow-Schlorke

Abbreviations: C, control diet: CC, control diet during pregnancy and lactation:
FR, fixed ratio; CR. control diet during pregnancy and protein restriction during lac-
tation; EPM, elevated plus maze; R, protein restriction; RR, protein restriction during
pregnancy and lactation: RC, protein restriction during pregnancy and control diet
during lactation; PND, postnatal day.
* Corresponding author. Tel.: +52 55 5487 0900x2417: fax: +52 55 5655 9859.
E-mail address: zamgon@servidor.unam.mx (E. Zambrano).

0736-5748/§36.00 © 2011 ISDN. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ijdevnew.2011.10.002

ulation, motivation and risk assessment rely on intact cortical
and limbic structures and associated neural networks (Morgane
et al,, 2005). In humans, poor maternal nufrition is a major cause
of intrauterine growth restriction which is associated with an
increased risk of perinatal mortality and long-term morbidity
(Mclntire et al, 1999). In addition, intrauterine growth restric-
tion is associated with neurodevelopmental delays (Taylor and
Howie, 1989) and alterations of brain structure and neurochemistry
(Almeida et al., 1996a). Epide miological studies in human offspring
demonstrate negative influences of insufficient perinatal nutrients
on cognition and behavior (Benton, 2008; Galler et al,, 1990, 2005;
Lucas, 2005; Stein et al., 2009),

Various studies have reported effects of poor maternal nutrition
on brain development and risk assessment behavioral outcomes
in offspring with reduction in fetal brain fat (Torres et al., 2010)
modification to neuronal proliferation in the hypothalamic and
hippocampal regions in rat offspring (Coupe et al., 2009; Jahnke
and Bedi, 2007). Behavioral outcomes following prenatal pro-
tein restriction (6-9% casein) in rodent offspring reveal high
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impulsiveness and exploration (less anxiety) in the elevated plus
maze (EPM) and short inhibitory avoidance (disinhibition) laten-
cies in the elevated T-maze (Almeida et al.,, 1991, 1996b; da Silva
et al., 2005; Watkins et al., 2008). Increases in anxiety have also
been reported in the EPM in offs pring protein restricted during lac-
tation (Almeida et al., 1993). We have recently reported decreased
avoidance behaviorinthe EPM and no effects in the open field (OFT)
in male rats pre and/or postnatal protein restricted {Reyes-Castro
etal,, 2011a).

To date a limited number of studies have focused on operant
conditioning or motivation based behaviors subsequent to pre-
and/or postnatal protein restriction. For instance, prenatal protein
restriction (6% casein) in adult male rats impairs the acquisition
of a differential reinforcement of low rates operant task (Tonkiss
etal, 1990a) and impairments in the radial arm maze following pre-
and postnatal protein restriction (7% casein) in mice (Ranade et al.,
2008). Spatial learning (Morris water maze) results show impair-
ment of performance in rats prenatally protein restricted (Tonkiss
et al,, 1997; Zhang et al., 2010). We have previously reported
impaired learning in pre andjor postnatal protein restricted male
rats (Reyes-Castro et al, 2011b). In regards to motivation for
positive reinforcement, prenatally undernourished rats show less
appetitive motivation (Miles et al., 2009). We also have reported
less motivation in male rats following pre and/or postnatal protein
restriction (10% casein) (Reyes-Castro et al., 2011b).

These findings on anxiety, exploration, learning and motiva-
tion are indicative of the negative behavioral effects in offspring
subsequent to insufficient protein in early life. Previous studies
of insufficient perinatal protein during development have been
associated with a two-thirds reduction of protein from the con-
trol diet (25% protein diet reduced to 6%). However, the effects
of smaller decreases in perinatal protein have only been deter-
mined in male offspring (Reyes-Castro et al,, 2011a,b). Therefore
we sought to investigate the negative effects of a 50% reduction
in perinatal protein on female offspring behavior. This level of
protein reduction more accurately reflects the human dietary inse-
curities in developed countries (for review see Ref. Mclntire et al.,
1999). For this study we assessed adult female rat offspring born
to protein restricted mothers in anxiety, exploration, learning and
motivation behaviors, using the EPM, OFT, operant conditioning
and progressive ratio, respectively. Control mothers (C) received
20% casein while restricted mothers (R) received 10% casein to pro-
vide four groups: CC, RR, CR, and RC (first letter pregnancy diet
and second letter lactation diet). These dietary manipulation com-
binations have not previously been administered in the context
of female development and behavioral effects following maternal
protein restriction. We hy pothesized that maternal protein restric-
tion during pregnancy andjor lactation would negatively affect
neurodevelopment and subsequent behavior in female offspring.

2. Experimental procedures
2.1. Care and maintenance of animals

All procedures were approved by the Animal Experimentation Ethics Committee
of the “InstitutoNacional de CienciasMeédicas y Nutricion, SalvadorZubiran” (INNSZ ),
Mexico. Details of maternal diet, breeding, and management of the four groups
of offspring have been published in detail (Zambrano et al., 2005). Briefly, moth-
ers (obtained from INNSZ) were virgin female albino Wistar rats 12249 days of
age (mean+ SEM) and weighed 221.8+ 3.8 g (mean+5EM). Female rats with reg-
ular estrous cycles were fed normal laboratory chow (control diet, Zeigler Rodent
RQ 22-5, USA) under controlled lighting (lights on from 7:00 a.m. to 7:00 p.m. at
22-23+°C) and mated overnight with proven male breeders. The day spermatozoa
were present in the vaginal smear was designated as day of conception (day 0).
Only rats impregnated within 5 days following introduction of the fertile male were
retained in the study. Pregnant rats were transferred to individual acrylic cages and
allocated randomly to one of two groups: fed either 20% casein (n=20, control diet-
C)or 10% casein isocaloric diet (=20, restricted diet-R) (Morgane et al., 1993, Food
and water were available ad [ibitum and chow provided in the forim of flat biscuits.

Offspring delivery occurred in the early daylight hours between 9.00 a.m. and
12 p.m. on post-conception day 22 which was designated postnatal day (PND)
0. Pup weight and morphometric parameters were recorded at birth. Ano-genital
distance was measured with calipers and expressed as ano-genital distance/body
weight as previously reported (Miles et al., 2009; Morgane et al., 1993, 2002, 2005;
Ranade etal, 2008; Reyes-Castroetal., 2011a). Using our previously published data
(Morgane etal., 2005), sex was judged according to whether the ano-genital distance
was=(female)or>than{male) 2.5 mm. To ensure homogeneity of study subjects, lit-
ters of over 14 pups, or less than 10 pups, were not included in the study. Litters
were adjusted to 10 pups for each mother while maintaining as close toa 1:1 sex
ratio as possible. Morphometric measurements were performed on the litters prior
to culling them to 10. For the lactation period 4 groups were established; CC, RR,
CR, and RC (first letter diet received during pregnancy and second letter maternal
diet during lactation) resulting in 8 animals from different litters per group (8 each
of female CC, RR, CR and RC offspring). After weaning (PND 21), all pups were fed
the C diet and housed 4 offspring in the same treatment group per cage. Two weeks
prior to behavioral testing and during the behavioral experiments, subjects were
maintained on a reverse 12 h light/dark cycle (lights offat 7 a.m. and on at 7 p.m.).
Behavioral assessments occurred during the dark phase on PNDs 90-220 regard-
less of the stage of the estrous cycle. Order of task administration was: (1) EPM
(PNDs 20-92), (2) open field (PNDs 91-93), ( 3) operant condition (PNDs 110-135),
(4) progressive ratio (PNDs 135-146),(5) sucrose consumption (PNDs 147-150]) and
(6) immobilization (PND 220).

22. Elevared plus maze

Eight unrelated naive subjects per treatment group were tested. The EPM was
constructed of dark grey plastic situated 64 cm above the floor. It consisted of two
unprotected open arms 180 degrees apart, and two closed arms protected by high
grey walls 90 degrees from the open arms. The four arms (45cm = 10cm each)
extended from a common central platform (10cm = 10cm). The light level was 30
lux in the open arms and 6 lux in the closed arms. The rat’s position on the maze
was recorded via a video camera mounted on the ceiling above the center of the
maze. The camera was connected to a video tracking motion analysis system (Etho-
vision, Noldus [nformation Technology by Wageningen, The Netherlands) running
on a personal computer, To start the session, each rat was placed individually into
the center of the maze facing an open arm. Subjects were assessed for 5 min, the
rat was returned to its home cage and the EPM was cleaned with 70% ethanol. An
experimenter naive to treatment group manually scored the number of entries into
the predefined zones of the open and closed arms, while the Ethovision system mon-
itored the distance moved and the time spent in the different zones. An arm entry
was scored only if the rat's center of gravity entered into the arm. The animals were
tested in a randomized sequence based on early life dietary manipulation.

2.3, Open field

The same animals studied in the EPM were evaluated the next day in a 60-
min OFT. The open field, made of dark grey Plexiglas, consisted of a square arena
(101 cm= 101 cm and 34cm high) which was lecated in an experimental room illu-
minated by low light (12 lux). A video camera mounted above the arena connected
to a menitor and served as the video tracking motion analysis system (Ethovi-
sion, Noldus Information Technology, Wageningen, The Netherlands). This system
recorded subject locomotion in the entire arena(total distance measured in meters).
Avirtual square center was defined in the openfield arena and the locomaotor activ-
ity of the rats inside this zone was measured. Each rat was placed individually into
the center of the open field arena and tested equally in all open field apparatuses.
Following each session all zones were cleaned with 70% ethanol.

24. Operantapparatus

Eight unrelated offspring from different litters per diet group were tested
in test-boxes (E10-10TC, Coulbourn-Instruments, PA, USA) enclosed in venti-
lated, sound-atrenuating chambers (E10-20, Coulbourn-Instruments, PA, USAJ and
fitted with a removable response lever and a liquid dipper (E14-05, Coulbourn-
Instruments, PA, USA). These boxes had two side walls of aluminum and a rear
and front wall of clear Perspex. Each box contained a grid floor and was illuminated
witha diffuse house-light during testing. Response lever and reward-magazine were
placed onthe right sidewall. When a rat had performed the required number of lever
presses, the light was turned on in the reward magazine and the liquid dipper trans-
ferred a drop of sucrose solution (7%) from a reservoir into the reward magazine.
A nose poke into the magazine was registered by photocell receptors. A personal
computer controlled task paramerers via universal environment interfaces (E91-12,
Coulbourn-Instruments, PA, USA).

2.5. Operant conditioning and progressive ratio procedure

Prior to testing offspring were placed on water deprivation for 23 h/day. Sub-
jects were given one hour of free access immediately following behavioral sessions
which continued throughout training and testing. To begin training subjects were
given a non-contingent reinforcement in the test-box. Subsequently, on the first
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Table 1

Pup weight/morphometric measurements at birth from maothers fed the control
(20% casein) or restricted ( 10% casein) diet during pregnancy. Mean£SEM, n refers
to litters.

Control (n=16) Restricted (n=16)

11.2+£03
56 +0.05
4.5+ 0.06
24401
042 £ 003
11.3 £0.02
124 £0.07
0.91 + 0.01

10,9+ 0.2
5.1+ 0.04
4.4+ 0.06
2.5+ 007

0.51 + 0.027

11.2 £ 0.03

12.2 £ 0.02

092 + 0.01

Litter size (pups/litter)
Weight (g)

Length (mm)

Ano genital distance (mm)
Ano genital distance (mm/g)
Head diameter (mm)
Abdominal diameter {(mm)
Head:abdominal ratio

" p<0.05 different from control.

training day subjects were conditioned to press a lever for reinforcement, according
to a fixed ratio schedule (FR-1). On each trial the lever was presented until the sub-
ject pressed it. After which the subject was allowed 120s to approach there ward
magazine and respond with a nose poke. The registration of the nose poke into their
ward magazine by the photocell receptors started the feeding which lasted approx-
imately 10s. Each trial was followed by an inter-trial interval of 5s during which
the lever was retracted. FR-1 training was completed when subjects made more
than 20 responses during a 15-min session. After all subjects reached this criterion,
they were introduced to a FR-5 schedule with the identical performance criteria as
in the FR-1 schedule albeit with 5 responses required per trial. After the training
sessions, subjects were placed on a progressive ratio schedule for ten days. In the
progressive ratio schedule, the response increment doubled every eighth reinforce-
ment and hence the number of lever presses required to obtain successive sucrose
reinforcements was as follows: 1,2,...,8;10,12,...,24; 28,32, .., 56: 64, 72,.. ,,
120;136, 152, . ., etc. Each progressive ratio session lasted 30-min. The subjects of
the different groups were tested in equal numbers across test boxes.

2.6. Free sucrose consumption

The day following the last progressive ratio session the subjects were given
direct access to bottled sucrose solution for 30-min in the familiar coleny room
and the amount of consumed solution was measured. For this evaluation subjects
were single caged and the amount of sucrose consumption was calculated by the
subtraction of the bottle weight before and after the consummatory period. This
procedure was performed in 3 consecutive days and administered in order to assess
for differences in sucrose consummatory behavior.

2.7. Immobilization and corticosterone measurement

Following all behavioral testing, subjects were physically restrained for 20 min
and corticostercne levels were measured. Starting at 12:00 hours on PND 220, a
blood sample was taken from the tail vein to determine time 0 corticosterone serum
levels. Subjects were then immobilized for 20 minand blood samples were obtained
art 20, 40, 80, and 120min. Blood samples were centrifuged at 4°C for 15 min at
3500 rpm to remove the red blood cells. The serum was stored at —20=C until all
samples were analyzed. Corticosterone serum levels were determined by radioim-
munoassay using commercial rat kits, DPC Caat-a-count (TKRC1) from Diagnostic
Products (Los Angeles, CA, USA). Intra- and inter-assay variability was <6 and <7%.
The kit was used in accordance with manufacturer’s instructions and samples were
measured in duplicate.

2.8. Statistical analyses

All data are presented as mean+ SEM. Differences in body weight and mor-
phometric measurements at birth were calculated by r-test. Bedy weight at adult
age and behavioral endpoints were analyzed by one-ANOVA with between-subject
factors of early life manipulation (maternal diet during pregnancy and lactation).
Post-hoc analyses were performed by Tukey's test (Sigma Stat 3.5). Corticosterone
measurements were analyzed by two-way ANOVA with Bonferroni's post hoc test
(GrapliPad Prism 4.0).

3. Results
3.1. Offspring morphometrics

Table 1 shows morphometric analysis of offspring at birth.
Body weight for pups of protein restricted mothers was reduced
compared to pups from mothers fed the control diet (p<0.05).
Ano-genital distance relative to body weight was increased 19% in
the protein restricted female offspring (p<0.05). No changes were

Table 2

Offspring weight as adults at the beginning of the training (PND 120) and before
immobilization (PND 220) (Top table). Free sucrose consumption test - average
intake of 30 min during 3 days (Bottom table). Offspring from mothers fed with
control (C=20% casein) or restricted (R=10% casein) diet during pregnancy (first
letter) and lactation (second letter). Mean + SEM; n=28 pups from different litters.
Groups not sharing a letrer are statistically different, p< 0.05.

Offspring weights (g) CC RR CR RC

PND 21 39+ 0.8a 24 £ 0.7b 25+ 1.5b 42+ 1.1a
PND 90 209+ 4 199 £+ 10 190 £ 6 20047

PND 120 226 + 3a 206 + 7ab 198 + 4b 219 + 5ab
PND 150 236 + 5a 217 £7ab 206 £ 5b 226 + 5ab
PND 220 256 + 8a 223 £ 11bc 222+ 9D 247 + 6ac

7% Sucrose cC RR CR RC

mL 285+ 05 291+ 07 28.7 + 0.8 288 +08

observed in other parameters at birth. Offspring weights were mea-
sured on PND 21, 90, 120, 150 and 220 (Table 2, top panel). The RR
offspring weighed less that CC offspring on PND 21 and 220 while
the CR offspring weighed less than CC on PND 21, 120, 150 and 220.

3.2. Elevated plus maze

Differences were measured in the total distance with a decrease
in the RR offspring compared to CC and no differences in the CR
and RC (Fig. 1A, p<0.05). Differences were also measured in open
arm time and open arm distance with decreases in the RR and RC
offspring compared to CCand no difference in the CR (Fig. 1Cand D,
p<0.05).No differences were revealed in open arm entries (Fig. 1B).

3.3. Open field

Differences in the number of center zone and border zone
entries showed the RC offspring had decreased entriesin bothzones
versus CC offspring with intermediary effects in RR and CR (Fig. 2A
and B, p<0.05), Decrease in center zone distance was observed in
the RR and RC offspring with intermediary effects in the CR (Fig. 2E,
p<0.05).No differences were determined for centeror borderzones
time, border zone distance or total distance (Fig. 2).

3.4. Operant conditioning

For FR-1 training a significant effect of diet was determined
(p<0.001), the number of FR-1 training sessions required to reach
performance criterion in both the RR and CR groups was increased
compared to CC offspring (Fig. 3A, p<0.05). Additionally, for FR-5
training a significant effect of diet was determined (p<0.001) RR,
CR and RC offspring required more sessions to attain performance
criterion compared to CC offspring (Fig. 3B, p<0.05).

3.5. Progressive ratio

Analysis of number of responses made per session show a signif-
icant effect of diet (p <0.001). Number of responses were decreased
in the RR offspring while the CR offspring responded more than
the CC group with no difference found in the RC group (Fig. 4A).
Comparisons for number of rewards earned per session show a sig-
nificanteffect of diet (p <0.001). Post-hoc analysis confirmed the CR
group earned more rewards than the CC group with no difference
found in the RR and RC groups (Fig. 4B).

3.6. Free sucrose consumption

No differences were determined between experimental off-
springin the free sucrose consumption test (Table 2, bottom panel).
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ELEVATED PLUS MAZE (EPM) 5 MIN

Distance (m)
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Open arm distance (m)

CC RR CR RC
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I b I b

CC RR CR RC

Fig. 1. Elevated plus maze comparisons. (A) Total distance, (B) open arm entries, (C) open arm time and (D) open arm distance. Offspring of rats fed with control (C=20%
casein) or restricted (R=10% casein) diet during pregnancy (first letter) and lactation (second letter). Mean + SEM, n =8 offspring from different litters.

3.7. Immobilization and corticosterone measurements

Analysis of corticosterone levels at 0, 20, 40, 80 and 120 min
show the RR offspring had increased levels at the O min time point
versus CC and CR offspring with the RC having intermediary levels
(Fig. 5A; letter symbols, p<0.05). Corticosterone increase (A ) after
immobilization (between 0 and 20) was higher in CC in comparison

with RR and RC, with no difference in the CR (CC 3504+ 53a, RR
154 £50b, CR 287 £53ab, RC 184 £ 30b, ng/ml; p<0.05). No group
differences were observed from 20-120 min, Within group differ-
ences were observed for all time points subsequent to the O min
time point measurement (Fig. 5A; * and # symbols, p<0.05). Cor-
ticosterone levels remained elevated from 20-120 min time points
in the CC, CR and RC offspring. In the RR offspring corticosterone

OPEN FIELD (OF)
c

g8522
8

(2%
=1
Border zone entries

Center zone entries

=

CC RR CR RC CC RR CR RC

S oA MM W
=T T — S R =] 1
-

o

order zone distance (m)

Center zone distance (m)

CC RR CR RC CC RR CR RC

Center zone time (sec)

Total distance (m)

300
250
200
150
100

50

Border zone time (sec)

CC RR CR RC CC RR CR RC

CC RR CR RC

Fig. 2. Open field test. (A) Center zone entries, (B) border zone entries, (C) center zone time, (D) border zone time, (E) center zone distance, (F) border zone distance and (G)
total distance, Offspring of rats fed with control (C=20% casein) or restricted (R=10% casein) diet during pregnancy (first letter) and lactation (second letter). Mean+ SEM,
n=8 pups from different litters, Groups not sharing a letter are statistically different, p<0.05.
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Fig. 3. Operant conditioning. (A) Number of FR1 sessions and (B) FRSsessions to reach performance criterion. Offspring of rats fed with control (C=20% casein) or restricted
(R=10% casein) diet during pregnancy (first letterj and lactation (second letter). Mean+SEM, n=8 pups from different litters. Groups not sharing a letter are statistically

different, p< 0.05.

Responses

CC RR CR RC

# Rewards

cc RR CR RC

Fig.4. Progressiveratiotest. (A) Average number of responses and (B) reinforcements earned during 10 sessions. Offspring of rats fed with control (C=20% casein) or restricted
(R=10% casein) diet during pregnancy (first letter) and lactation (second letter). Mean+SEM. n=8 pups from different litters. Groups not sharing a letter are statistically

different, p < 0.05.

levels subsided to O time point levels by 120 min. There were no
differences among groups for overall corticosterone levels — area
under the curve (Fig. 5B).

4. Discussion

The goal of these studies was to assess anxiety, exploration,
associative learning and motivation behaviors in female offspring
born to mothers administered a 50% reduction in protein during
pregnancy and lactation. In addition to behavioral outcomes, mor-
phometric and corticosterone measurements were determined in
offspring. Maternal protein restriction reduced pup birth weights
and increased the ano-genital distance which in many species

immobilization

Corticosterone (ng/ml)

0 20 40 60 80 100 120 140
Time (minutes)

provides an external marker of sexual differentiation at birth
(Manno III, 2008). An increase in the ano-genital distance indicates
prenatal exposure to maternally derived steroids (Hotchkiss et al.,
2007). We have also reported increases in ano-genital distance in
offspring born to prenatally protein restricted mothers, following
the identical diets used here, resulting in elevated maternal proges-
terone, corticosterone, estradiol, and testosterone concentration at
19 days gestation (Guzman et al.,, 2006; Zambrano et al., 2005).
Although speculative, effects of these steroids on fetal develop-
ment could have a role in the current behavioral findings since
we previously reported behavioral impairments in male offspring
administered the identical protein restriction dietused in this study
(Reyes-Castro et al., 2011a,b).

ve)
-
[(e] [a]
(= (=]

Corticosterone AUC x 10°
w [=7]
o o

Fig.5. (A)Immobilization and corticosterone measurement at PND 220. Croups not sharing a letter are statistically different; * indicates within group differences from O time
point; # indicates difference from O time point for all groups except the RR offspring, p<0.05. (B) Area under the curve (AUC) for overall corticosterone levels. Mean £ SEM,

n=_8 offspring fram different litters.
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Results from the EPM did show perinatal diet differences —
decreases in open arm fime and distance in RR and RC offspring.
These behavioral changes are consistent to previous studies in sim-
ilar rodent models and indicative of increased anxiety phenotype
(Almeicla et al,, 1993). In males we have shown the CR and RC
offspring make more open arm entries and the RR, CR, and RC ofl-
spring spend more time in the open arms than the CC offspring
(Reyes-Castro et al., 2011a). Taken together, the pre and/or post-
natal protein restricted male offspring show increased approach
and less avoidance behavior (less anxiety) and thus exhibited dis-
inhibition of avoidance as compared to controls (Reyes-Castro et
al., 2011a). However, the current observations in female offspring
submitted to the same protein restrictions during development did
not duplicate the findings in males and hence is an example of sex
specific differences in our perinatal protein restriction paradigm.

In the open field, differences were detected in the RR and RC oft-
spring traveling less distance in the center zone with only the RC
offspring showing decreases in center and border zone entries. This
increase in avoidance/risk assessment is indicative of decreased
exploration and possibly increased anxiety or stress in both the
RR and RC offspring which is supported by other studies show-
ing a similar behavioral phenotype (Gallo, 1981; Levay et al., 2008;
Trzctnska et al.,, 1999; Watkins et al., 2008). In males, pre and post-
natal protein restricted offspring (RR) showed a marginal decrease
in the number of center zone entries, thus suggesting an increased
anxiety state (Reyes-Castro et al,, 2011a), similar to the female RC
offspring in this study.

Behavioral observations during operant conditioning revealed
the RR and CR offspring required more sessions to attain perfor-
mance criterion during acquisition of FR-1 schedule and the RR, CR
and RC offspring all required more sessions to perform to criterion
during FR-5 schedule of reinforcement compared to CC offspring.
So, during FR-1 training pre and postnatal protein restriction in
combination (RR offspring) or postnatal protein restriction alone
(CR offspring) caused learning impairments. However, all exper-
imental offspring required more sessions to reach performance
criterion during FR-5 sessions. The increased number of sessions to
attain performance criterion during operant conditioning implies
impairment in procedural and/or associative learning in the exper-
imental groups. We have recently reported learning impairment
during FR-1 conditioning in male RC offspring and in male RR,
CR and RC offspring during FR-5 conditioning (Reyes-Castro et al.,
2011b). So in this perinatal protein restriction paradigm, prenatal
protein restriction alone (RC offspring) in males impaired FR-1 per-
formance while in females postnatal protein restriction (RR and CR)
impaired FR-1 performance. These results suggest that the critical
window for the development of the brain areas underlying task
performance is earlier in males than females.

The cognitive deficits we report in these experimental ofl-
spring are consistent with impaired learning in adult rat offspring
globally undernourished during gestation (30% reduction from ad
libittm consumption) using concurrent variable-interval schedules
(Landon et al,, 2007). Similarly adult sheep offspring prenatally
undernourished (a 50% reduction in diet) display impaired cogni-
tive flexibility as assessed by learning speed during reversal tasks
in a T-maze (Erhard et al., 2004). Perinatal diet restriction or pro-
tein restriction impairs spatial learning and memory in the Morris
water maze (Tonkiss et al., 1997; Zhang et al., 2010), in the dif-
ferential reinforcement of low rates operant task (Tonkiss et al.,
1990a) and the radial arm maze (Ranade et al., 2008) in male rat
offspring. Although those studies do not precisely reflect the dietary
challenges and operant tasks we administered, a commonality
exists in our offspring exhibiting learning impairment during oper-
ant conditioning. Additionally, we have recently reported learning
impairment in male offspring administered the identical protein
restriction protocol (Reyes-Castro et al., 2011b). It should be noted

that our paradigm is only a 50% reduction of protein in an isocaloric
diet (10% casein) which is a more modest protein restriction versus
those studies mentioned above which administered an approxi-
mately 70% protein reduction (6% casein).

In this study differences in motivation during progressive ratio
lesting were observed — the RR group responded less and the
CR group responded more than CC offspring and no differences
were observed between groups during the free sucrose consump-
tion implying similar appetitive/consummatory behaviors. These
results indicate that pre and postnatal protein restriction in com-
bination (RR offspring) reduces motivation, similarly to what we
have reported in male protein restricted offspring (Reyes-Castro
etal.,2011b). On the other hand, protein restriction during the post-
natal period alone (CR offspring) increases motivation. As a basis
for decreased motivation in the RR offspring, prenatal exposure to
androgens have been shown to induce aversive properties to appe-
titive stimuli postnatally (Dominguez-Salazaret al., 2008 ). We have
previously reported increases in maternal steroids near term in an
identical protein restriction model (Guzman et al., 2006; Zambrano
et al., 2005). The increased motivation displayed by the CR off-
spring is consistent with a previous study that revealed prenatal
protein restriction increases the response for reward in adult male
rats (Tonkiss et al., 1990b). In males we have reported decreased
motivation in all experimental groups, i.e. RR, RC and CR offspring
(Reyes-Castro et al., 2011b). Our studies in pre and/or postnatal
protein restricted males and females show sex specific outcomes
during progressive ratio testing.

Corticosterone levels measured during immobilization show
that the RR and RC offspring had elevated corticosterone levels at
the O min time point of immobilization and no difference in the
CR offspring. This increased basal corticosterone could be a general
physiological change in these offspring consistent with what has
been previously reported - increased basal corticosterone concen-
trations have been measured in pre and postnatal food restrictec
weaned and adult rats (Leonhardt et al,, 2002; Sebaai et al., 2004).
Those studies suggest that developmental programming of the HPA
axis by fetal and early postnatal malnutrition can result in persis-
tent impairment of feedback (Chisari et al., 2001 ), In this report we
measured an increase in basal corticosterone prior to immobiliza-
tion in RR and RC offspring suggesting pre and postnatal protein
restriction in combination or prenatal protein restriction alone
can have a negative effect on HPA axis function during physical
restraint. However as reported, in males there was an overall dif-
ference in corticosterone levels (area under the curve) in the RR
offspring (Reyes-Castro et al., 2011a) but in this study there was no
cumulative difference.

In conclusion, the behavioral perturbations observed in female
offspring in anxiety, exploration, learning and motivation behav-
iorare potentially due Lo the insufflicient protein (essential amino
acids) or fatty acids/lipids available during critical windows of brain
development. Differential hormonal responses to the dietary chal-
lenge in both mother and fetus must also be considered as potential
programming mechanisms as steroids in particular greatly deter-
mine neural proliferation, differentiation, and migration (Jazin and
Cahill, 2010). Observed differences clearly reflect impairments in
anxiety, exploration, cognition and motivation without affecting
consummatory behavior, as determined by the free sucrose con-
sumption test. Mechanistically one might hypothesize that the lack
of sufficient protein components required for normal neurodevel-
opment resulted in persistent dysfunction of the limbic system
and cortex (Bedi, 2003; Lister et al., 2005, 2006; Morgane et al.,
1993) at the time of testing. We have also shown that protein
restriction during pregnancy negatively impacts normal fetal brain
development by changes in maternal lipid metabolism (Torres et
al,, 2010). Prenatal protein restriction significantly reduces mater-
nal liver desaturase and elongase gene expression, and formation
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of the LC-PUFAs: arachidonic and docosahexaenoic acid (Torres
etal.,2010), Thus, fetuses born to protein restricted mothers exhibit
low body weight as well as reduced brain fat including the con-
tent of docosahexaenoic acid in the brain (Torres et al., 2010). This
study shows that a modest reduction in protein during the perina-
tal period can have profound effects on offspring. These findings
are similar to what we have previously reported in male offspring
protein restricted during the same critical developmental win-
dows (Reyes-Castroetal.,, 2011a,b). Further studies of discrete brain
areas, especially neurons and support cells of the limbic system and
the hypothalamic pituitary adrenal axis are necessary to determine
mechanisms.
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Developmental programming resulting from a suboptimal intrauterine environment can predispose off-
spring ro a wide-range of lifelong health complications. Little is known about the effects maternal protein
restriction during pregnancy and/or lactation has on offspring neurodevelopment. We hypothesized that
maternal isocaloric low protein diet during pregnancy and/or lactation would negatively influence male
offspring affect and risk assessment behaviors as measured by elevated plus maze and open field tests.
Control mothers received 20% casein {C) and restricted mothers (R) 10% casein to provide four groups: CC,
RR, CR, and RC (first letter pregnancy diet and second letter lactation diet) to evaluate effects of marernal
diet on offspring risk assessment, anxiety and exploratory behaviors. Elevated plus maze results showed
an effect of pre- and/or postnatal diet manipulation in open arm time (p < 0,05 ) with increases seen in the
RR (157 £22.7s), CR(1374+23.25) and RC (146.8 £ 10.8s) offspring relative to CC (524 8.6s) offspring.
This behavior indicates decreased avoidance (less anxiety) and increased exploration by experimental
groups. However, in the open field test the RR (17 £4.2 entries) offspring entered the center zone less
than the CC (35 + 6.6 entries ) offspring thus exhibiting increased anxiety with no other groups showing
effects. Elevared levels of corticosterone were measured before, during and after immobilization in the
RR compared to CC offspring. These findings show protein restriction during critical periods of develop-
ment negatively program offspring behavior. The underlying anatomical structures affected remain to
be elucidated.
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1. Introduction

Fetal and offspring morbidity associated with poor maternal
nutrition during developmentis a global health concern and results
in developmental programming of adult disease in offspring [1].
In particular, a well-balanced maternal diet is vital for the devel-
opment of the fetal and neonatal central nervous system [2]. For
example, cognition and behaviors such as learning and memory,
anxiety, and risk assessment depend on the proper development of
the limbic system and associated neural areas [3]. Impaired devel-
opment of limbic system neurons, which play an important role in

Abbreviations: C, control diet; R, protein restriction diet: CC, control diet during
pregnancy and lactation; RR, protein restricted diet during pregnancy and lactation;
CR, control diet during pregnancy and protein restriction during lactation; RC, pro-
tein restriction during pregnancy and control diet during lactation; PND, postnatal
day: HPA, hypothalamo-pituitary-adrenal axis; EPM, elevated plus maze.
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normal affect and cognition, occurs when maternal protein intake
is reduced with resulting brain abnormalities [4-8]. Epidemiolog-
ical studies also show that insufficient protein availability during
development has detrimental effects on the brain and subsequent
behavior, cognition and emotional reactivity [9-16]. These critical
findings indicate the need for precisely controlled animal models to
study perinatal nutritional challenges and their effects on offspring
development and behavior.

Several studies report effects of poor maternal nutrition on
the development of brain and behavioral outcomes in offspring.
For example, protein restriction during gestation andfor lacta-
tion modifies neuronal proliferation in the hypothalamic and
hippocampal regions in rat offspring [ 17]. Behavioral outcomes fol-
lowing prenatal protein restriction (6-9% casein) or other types
of malnutrition in rodent offspring reveal high impulsiveness and
exploration (less anxiety) in the elevated plus maze (EPM) and
short inhibitory avoidance ( disinhibition) latencies in the elevated
T-maze [18-22]. However, several outcomes have been described
in the open field test- an anxious phenotype,decreased locomotion
as well as no effects [22-27]. Although equivocal and sometimes
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contradictory, these findings on emotional reactivity are indicative
of potential behavioral modifications due to neurodevelopmen-
tal modulation subsequent to insufficient protein in early life and
establish the concept that reduced perinatal protein has effects
on emotional reactivity when protein is reduced by 75% of con-
trol diet (25% protein diet reduced to 6%) [18-27]. However, the
effects of smaller decreases in perinatal protein have yet to be
determined. Since behavioral effects have been reported follow-
ing extreme reduction in protein, we sought to investigate the
potential effects on offspring behavior of a more modest protein
restriction (a 50% decrease) which potentially more accurately
reflects the human dietary insecurities in developed countries
(for review see Ref. [28]). We assessed anxiety and exploratory
behaviors, using the EPM and open field testing, in adult male
rat offspring protein restricted during pregnancy and/or lactation.
Control mothers received 20% casein (C) while restricted moth-
ers (R) received 10% casein Lo provide four groups: CC, RR, CR,
and RC (first letter pregnancy diet and second letter lactation
diet). These dietary manipulation combinations have not previ-
ously been administered in the context of anxiety and exploratory
assessments. To more directly match human conditions, offspring
were not cross-fostered but kept with their biological dams during
development. We hypothesized that perinatal protein restric-
tion would affect development of anxiety and exploratory-based
behaviors.

2. Materials and methods
2.1. Care and maintenance of animals

All procedures were approved by the Animal Experimentation Ethics Commit-
tee of the “Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién, Salvador Zubirdn”
(INNSZ), Mexico. Details of maternal diet, breeding, and management of the four
offspring groups have been published in detail [29]. Briefly, 40 virgin female albino
Wistar rats 11 to 13 weeks of age and weighing 212+6g (mean+5EM) were
obtained from INNSZ. Female rats with regular estrous cycles were fed normal lab-
oratory chow (control diet, Zeigler Rodent RQ 22-5, USA) under controlled lighting
(lights on from 7:00 a.m. to 7:00 p.m. at 22-23:C)and mated overnight with proven
male breeders. The day spermatozoa were present in the vaginal smear was desig-
nated as day of conception (day 0). Only rats impregnated within 5 days following
introduction of the fertile male were retained in the study. Pregnant rats were trans-
ferred to individual acrylic cages and allocated randomly to one of two groups:
fed either 20% casein (n=20, control diet—C) or 10% casein isocaloric diet (n=20,
restricted diet—R) [30]. Food and water were available ad libitum and chow pro-
vided in the form of flat biscuits retained behind a tray grill through which the rats
nibbled the food.

Offspring delivery occurred in the early daylight hours between 9:00 a.m. and
noon on post-conception day 22, which was designated postnatal day (PND) 0. Pup
weight and morphometric parameters were recorded at birth. Ano-genital distance
was measured with calipers and expressed as ano-genital distance/body weight
as previously reported [29-34]. Using our previously published data [31], sex was
judged according to whether the ano-genital distance was <(female)or »than{male)
2.5 mm. Toensure homogeneity of study subjects, litters of over 14 pups, or less than
10 pups, were not included in the study. Litters were adjusted to 10 pups for each
dam while maintaining as close to a 1: 1 sex ratio as possible. Morphometric mea-
surements were performed on the litters prior toculling them to 10. For the lactation
period 4 groups were established: CC, RR, CR, and RC (first letter diet received during
pregnancy and second letter maternal diet during lactation) resulting in 8 animals
from different litters per group (8 each of male CC, RR, CR and RC offspring ). After
weaning (PND 21), all pups were fed the C diet and housed 4 offspring in the same
treatment group per cage. Two weeks prior tobehavioral testing (PND 75 ) and during
the behavioral experiments, subjects were maintained on a reverse 12 h light/dark
cycle (lights off at 7 a.m. and on at 7 p.m.). Behavioral assessments occurred during
the dark phase on PNDs 90-95. The EPM was administered first followed by the
open field test on the next day.

2.2. Elevated plus maze

Eight unrelated naive subjects per treatment group were tested. The EPM was
constructed of dark grey plastic situated 64 cm above the floor. It consisted of two
unprotected arms (open arms) facing each other, and two arms protected by high
grey walls (closed arms). The four arms (45 ¢cm x 10 cm each) extended from a com-
mon central platform (10cm » 10cm). The light level was 30 lux in the open arms
and 6lux in the closed arms. The rat’s position on the maze was recorded via a
video camera mounted on the ceiling above the center of the maze. The camera was

connected to a video tracking motion analysis system (Ethovision, Noldus Informa-
tion Technelogy by Wageningen, The Netherlands) running on a personal computer.
To start the session, each rat was placed individually into the center of the maze
facing an open arm. After 10 min of EPM exploration, the rat was returned to its
home cage and the EPM was cleaned with 70% ethanol. An experimenter naive to
treatment group of the subject being tested manually scored the number of entries
into the predefined zones of the open and closed arms, while the Ethovision sys-
tem monitored the distance moved and the time spent in the different zones. An
arm entry was scored only if the rat's center of gravity entered into the arm. The
animals were tested in a randomized sequence based on early life dietary manipula-
tion. We excluded animals that fell off the EPM during testing (2 from the RC group
and 1 from the RR) and substituted that animal with another male from the same
litter.

2.3. Open field

The same animals studied in the EPM were evaluated the next day in a 60-min
open field test. The open field, made of dark grey Plexiglas, consisted of a four square
arena(101cm= 101 cm and 34 cm high) which was located inan experimental room
illuminated by low light (12 lux). A video camera was mounted above the arena
connected to a monitor and a video tracking motion analysis system (Ethovision,
Noldus Information Technology by, Wageningen, The Netherlands) to record the
locomotor activity of the rats in the entire arena (total distance measured in meters).
Avirtual square center was defined in the open field arena and the locomotor activity
of the rats inside this zone was measured. Each rat was placed individually into the
center of the open field arena and subjects of each group were tested equally in
all open field apparatuses. Following each session all zones were cleaned with 70%
athanol.

24. Immobilization and corticosterone measurement

Following the open field test but prior to immaobilization/corticosterone assess-
ment, progressive ratio sessions commenced on PND 96 to assess motivation
(findings to be reported elsewhere )during which the subjects were water restricted.
Subjects were returned to ad libitum water following that task. Starting at 12:00 hon
PND 220, a blood sample was taken from the tail vein to determine time 0 corticos-
terone serum levels. Animals were then immobilized for 20 min and blood samples
abtained at 20, 40, 80, and 120 min. Blood samples were centrifuged at 4°C for
15 min at 3500 rpm to remove red blood cells and serum stored at —20°C until all
samples were analyzed. Corticostercne serum levels were determinate by radioim-
munoassay using commercial rat kits, DPC Coat-a-count (TKRC1) from Diagnostic
Products (Los Angeles, CA, USA). Intra- and inter-assay variability were <6 and <73,
The kit was used in accordance with manufacturer's instructions and samples were
measured in duplicate.

2.5, Statistical analyses

All data are presented as mean £ SEM, alpha level was set at 0.05. Differences
in body weight and morphometric measurements at birth were calculated by -
test. Body weight at adult age was performed by one-way ANOVA. Behavioral
endpoints and corticosterone area under the curve were analyzed by one-way
ANOVA with post hoc analyses using Tukey's (SigmaStat 3.5). Corticosterone lev-
els across time points and between treatment groups were compared by using
2-way repeated measures ANOVA followed by Bonferroni post hoc tests (GraphPad
Prism 5.0).

3. Results
3.1. Offspring morphometrics

Of the forty dams utilized in this study, 4 dams were eliminated
from each of the C and R groups forvarious factors. Additionally, we
have previously reported differences in the amount of food intake
in dams at 10 days lactation [29] and no differences in prewean-
ing offspring [35], so food and water intake were not measured
in this study. Table 1 shows morphometric analysis of offspring at
birth. Body weight of pups born to R dams was lower than that
of pups from dams fed the C diet. Ano-genital distance relative to
body weight was increased by 7% in the R offspring. No changes
were observed in other parameters at birth. As adults when oper-
ant assessments began (PND 90), the CR offspring body weight was
lower than that of CC and RC offspring while RR offspring did not
differ from any of the other groups (Table 1).
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Fig. 1. Elevated plus maze comparisons. (A) Distance traveled shows no difference between groups. (B) Open arm entries reveal the CR and RC made more entries than the
CC group. (C) Openarm time shows the RR, CR and RC offspring spent more time in the open arm as compared to the CC offspring. (D) Open arm distance shows the RC group
traveled more in the open arm as compared to the CC group with no differences in the RR and CR offspring. Groups not sharing a letter are statistically different, p< 0.05.

Mean £+ SEM, n= 8 offspring from differenc licters.

Table 1

Pup weight and birth morphometrics from offspring born to dams fed the control
{20% casein)or restricted ( 10% casein ) diet during pregnancy and adult weights(PND
50) from CC, RR, CR and RC offspring are shown. * denotes different from control;
groups not sharing a letrer are statistically different, p <0.05. Mean + SEM: n= 8. the
number of litters from which subjects were obtained.

Newborn offspring Control (n=38)

5.8+ 0.07
4.6 £ 0.03
344+ 010
0.58 &+ 0.01
114 £ 0.02
12.2 £ 0.03
0.93 + 0.01

Restricted (n=8)

Weight (g)

Length (mm)

Ano-genital distance (mm)
Ano-genital distance (mm/g)
Head diameter (mm)
Abdominal diameter (mm)
Head:abdominal ratio

5.2+ 0.01°

4.5 + 0.05

3.2+ 0.02
0.62 + 0.01"
11.4 + 0.02
122+ 0.03
0.93 £+ 0.01

Adult Offspring CC RR CR RC
298 + 13ab 281 +6b

Body weight (g) 330+ 13a 340 + 7a

3.2. Elevated plus maze

Elevated plus maze comparisons for total distance traveled
revealed no differences between groups [Fi331y=1.17, p=0.34,
Fig. 1A]. Comparisons for open arm entries showed the CR and RC
offspring made more open arm entries compared to the CC offspring
but not RR [Fi3 35)=4.54, p<0.05, Fig. 1B]. RR, CR and RC offspring
spent anincreased amount of time in the open arms compared with
the CC offspring [F3 35, =7.45, p< 0.05, Fig. 1C]. RC offspring showed

Table 2

increased open arm distance traveled compared with CC offspring
but not RR and CR [F325)=3.08, p<0.05, Fig. 1D].

3.3. Open field

Table 2 shows the comparisons in the open field behavioral
endpoints. An overall effect of pre- and/or postnatal diet in off-
spring was determined for number of entries into the center zone
[Fi3,35)=3.69, p<0.05], with a post hoc borderline effect (p=0.07)
in the RR offspring making less entries than the CC with no differ-
ences in the CR and RC groups. Comparisons for time spent in the
center or border zones, distance traversed in center zone or border
zone and total distance showed no differences between groups.

3.4. Immobilization and corticosterane levels

There was an overall effect of group (Fi3 20,=4.08, p<0.05) and
time (F420)=20.93, p<0.0001) on serum corticosterone levels but
no interaction (Fi12.80 = 1.79, p=0.06) between variables (Fig. 2A).
Fig. 2A represents average corticosterone serum levels at 0, 20, 40,
80 and 120 min time points during physical restraint (immobiliza-
tion) in the CC, RR, CR and RC offspring. Increases in corticosterone
were observed in the CC, RR and RC groups at 20 min; in all groups
at 40 min; in the CC, CR and RC groups at 80 min; and in the CC
and CR offspring at 120 min. Fig. 2B shows corticosterone area
under the curve (AUC) for the entire duration of behavioral assess-
ment. RR offspring displayed an overall increased corticosterone

Open field test comparisons. An overall effect of perinatal diet was determined for number of center zone entries (p<0.05), post hoc comparisons showed the RR offspring
entered the center zone marginally less than the CC offspring (1, p=0.07 ). Mean + SEM; n=8 offspring from different litters.

Time border
zone (s)

Time center
zone (s)

Number entries
center zone

Distance border Total Distance
zone (m) {m)

Distance center
zone (m)

358+ 6.6
17.6 £ 427
344451
19.2 +£ 3.6

124.6 + 25.2
116.7 + 33.0
1277 £ 17.0
141.0 + 59.2

34754 4+25.1
3483.3 +£ 33.0
34723 £ 17.0

141+ 24
94424
134 +24
72+17

114.5+ 103
7253+ 123
74.6 + 10.8
76.2 + 16.0

1287 +£9
820+ 11
88.1+11.2
835+ 154

3459.0 + 5‘1274
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Fig. 2. Immobilization and corticosterone measurement at PND 220. (A) An overall effect of perinatal diet on corticosterone levels was determined between groups during
immobilization and differences within groups are shown across time; * indicates within group differences from time 0, p<0.05. (B) Area under the curve (AUC) analysis
indicates that RR offspring had increased corticosterone production compared to CC offspring during the immobilization test. Groups not sharing a letter are statistically

different, p<0.05. Mean £+ SEM, n= 8 offspring from different litters.

AUC compared with CC offspring (p<0.05), while the CR and RC
offspring had intermediate values that did not reach significance.

4. Discussion

The goal of these studies was to assess anxiety/stress and
exploratoryf/locomotor behavior in male offspring delivered by
dams fed a reduced protein diet in two specific windows of
offspring development; pregnancy and lactation. Morphomet-
ric effects due to maternal protein restriction (50% reduced)
were determined in offspring, such as reduced birth weights and
increased ano-genital distance, demonstrating the negative effects
of decrease in protein intake during pregnancy on fetal maturation.
Many studies have reported different effects of maternal protein
restriction on birth weight including a decrease [33,36-40], no
change [29,41] or increase [42] which may be attributed to the
level of protein restriction and/or carbohydrate compensation in
an isocaloric diet. Our birth weight results are consistent with out-
comes reported in models of intra-uterine growth restriction and
fetal programming [43]. In addition, increases in the ano-genital
distance of offspring born to protein restricted dams replicates
our previous studies [34]. We have also reported a concomitant
increase of the ano-genital distance in protein restricted offspring
and elevated maternal androgen levels at term [29]. Maternal
steroids can cross the placenta, and such exposure to transplacen-
tally acquired androgens in fetal life can increase the ano-genital
distance [44]. Effects of androgenic steroids on fetal development
could have a role in the observed behavioral findings since human
studies report impairment of spatial learning ability and emotional
reactivity abnormalities in offspring exposed to excess levels of
androgens in utero [45,46].

Behavioral observations in the EPM revealed differences in
approach/avoidance behavior: the CR and RC offspring made more
open arm entries and the RR, CR, and RC offspring spent more
time in the open arms than the CC offspring. However, only the
RC offspring traveled more in the open arms. Taken together, these
pre- and/or postnatal protein restricted offspring show increased
approach and less avoidance behavior (less anxiety) and thus
exhibited disinhibition of avoidance as compared to controls. The
results demonstrate the negative effect of reduced protein dur-
ing pregnancy and/or lactation in male rats during risk assessment
behaviors in the EPM and are supported by previous findings in
rats of the same age subsequent to exposure to a greater degree
of protein restriction during development [18-21]. The increased
exploratory behavior in the RR, CR and RC groups in the EPM is

unlikely due to increased food seeking since no differences were
observed during a free sucrose consumption test [34].

In the open field test the pre- and postnatal protein restricted
offspring (RR) showed a marginal decrease in the number of center
zone entries; less than half the amount of CC center zone entries
although it did not reach significant. This behavior is potentially
linked to the increase in corticosterone measured in the RR off-
spring during physical restraint in the immobilization test. The
elevated corticosterone levels could be a general physiological
response in the RR offspring and thus a similar response could be
predicted in the increased anxiety state displayed in the open field
apparatus, although no attempts to detect corticosterone levels
were implemented during evaluation of that behavior. The lack of
effectin the CR and RC groupsis in agreement with results obtained
with similar developmental programming paradigms [25,26]. Sim-
ilarly our findings of increased anxiety in the RR offspring are
supported by others [22-24,27]. These inconsistent behavioral
responses of the experimental groups in the two anxiety/stress
based tests were not unexpected. Studies have shown stress-based
tests that rely on unconditioned responses, such as in the two tests
used here, assess different aspects of affect and that emotional
reactivity is multidimensional [47-50]. A recent review states that
the EPM, open field apparatus and the light/dark box tests should
be administered concomitantly to more adequately assess anxi-
ety/stress since time and/or sequence of test administration and
other factors can influence outcomes [47]. One potential effect of
testing sequentially across days is that this leads to reduction in
observed effects with each subsequent test, in this case the open
field. This appears to be a likely explanation for the CR and RC
offspring behavior. When rats were administered the open field
test they were no longer test naive, since they had previously
beenexposed to the EPM apparatus [49]. Alternatively, inconsistent
results obtained across tests may be due to construct differences
between tests or to uncontrolled, intra-individual fluctuations in
behavior [47].

Mechanistically one might hypothesize that adequate availabil-
ity of protein components required during normal neurodevelop-
ment resulted in persistent dysfunction of the limbic system at the
time of testing [2,4,7,8]. The effects of perinatal protein restriction
on brain development have been reported in rats and swine. In
most cases protein was restricted by roughly two-thirds of control
diet during gestation and lactation [51,52] or only during preg-
nancy [53] or lactation [54,55]. Those studies in general show brain
sparing in terms of weight. However, another study demonstrates
reduced brain weight and volume in rat offspring delivered from
dams administered an 8% casein diet during pregnancy or lactation

175




328 L.A. Reyes-Castro et al. / Behavioural Brain Research 227 (2012) 324-329

[54]. As adults those offspring displayed partial recovery of neu-
ral cell density with the RC offspring showing permanent residual
deficiency versus the CR offspring implicating the prenatal period
as a more critical neurodevelopmental time window. Recently, we
have shown that protein restriction during gestation significantly
decreases delivery to the fetus of essential fatty acids and lipids
required for normal brain development in rat [56]. This deficiency
in brain fatty acid content could affect important brain regions
involved in approach/risk assessment behavior in the experimen-
tal offspring resulting in disinhibited behavior specific to the EPM.
However, the potentially divergent mechanisms that are responsi-
ble for the different outcomes in the two behavioral tests remain
to be established.

Human and animal studies show that early exposure to global
under nutrition during the perinatal period is often associated with
altered hypothalamic pituitary adrenal (HPA) axis function in later
life [57,58]. In rodents, maternal under nutrition blunts HPA axis
function in fetuses, induces small changes in young adults and is
frequently associated with chronic hyperactivity of the neuroen-
docrine axis in older adults [57,59-61]. However, increased basal
corticosterone concentrations have been measured in pre- and
postnatal food restricted weaned and adult rats [59,62], which is
inagreement with our current findings. Those studies i ndicate that
developmental programming of the HPA axis by fetal and early
postnatal under nutrition can result in persistent impairment of
feedback [63]. In this report we measured an increase in postnatal
corticosterone during immobilization in RR offspring with inter-
mediate corticosterone levels in the RC and CR offspring relative to
CC. These results suggest pre- and postnatal protein restriction in
combination can have a negative effect on HPA axis function dur-
ing physical restraint. This observation is in agreement with reports
showing increased corticosterone or adrenocorticotropic hormone
levels following dehydration stress in pre- and postnatal nutrient
restricted offspring [59,62]. Developmental programming of the
HPA axis seems a likely contributor to the behavioral and physi-
ological observations reported here since dysregulation of the HPA
axis occurs in response to perinatal protein restriction. At 2 days
postnatal age offspring corticosterone levels are decreased, poten-
tially due to the inhibition by high levels of steroid passing from the
mother in the milk [33]. After weaning this maternal influence is
removed and by 220 days HPA activity was increased in the present
study.

In conclusion, human studies have shown negative effects on
numerous developmental parameters such as affect, learning,
intellect, neuromotor and behavioral development in offspring
following perinatal malnutrition [9-16,64]. Our results show that
protein restriction during the pre- and postnatal periods (RR), post-
natal period alone (CR) or prenatal period alone (RC) disinhibits
risk assessment in male offspring in the EPM. However, in the open
field apparatus only the RR offspring showed increased avoidance,
which could be related to the increased corticosterone levels
observed during restraint testing. Additionally, during immobi-
lization the CR and RC offspring had intermediate corticosterone
levels demonstrating that protein insufficiency during either pre-
or postnatal periods can have unwanted effects on post natal HPA
axis function. The behavioral outcomes indicate the complexity
of emotional reactivity assessment and the multidimensional
nature of emotionality as evident from the differing results in
the EPM and open field apparatus. The reduced protein in the
RR offspring exacerbated anxiety in the open field, but facilitated
less avoidance in the EPM, whereas the CR and RC offspring only
showed less avoidance in the EPM and no effects in the open field.
The behavioral outcomes observed in male offspring in anxiety
and exploratory based behavior show diet specific effects poten-
tially due to the insufficient protein (essential amino acids) or fatty
acids/lipids available during critical windows of brain development

and effects on HPA axis activity. Hormonal responses in both dams
and fetus must also be considered as regulatory factors together
and separately with the protein effects. These differences clearly
reflect impairments in affect with only the RR offspring exhibiting
obvious concomitant HPA axis abnormality. Further studies of
discrete brain areas, especially neurons and support cells of the
limbic system, and HPA axis are necessary to determine the
mechanisms of insufficiency protein during development.
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Abstract: Appetite is the desire to satisfy the need to consume food. felt as hunger. It is regulated by the balance of food
intake and energy expenditure via signals between the brain, the digestive tract and the adipose tissue. Males and females
vary in terms of eating behavior as well as the way the body fat is stored. Energy balance and body fat distribution are part
of the sexual dimorphism in many mammalian species including human beings. These sex dissimilarities could be related
to the different sex steroid hormone profile in each sex. Gonadal steroid hormones play an important role in the regulation
of food intake and energy homeostasis. Human epidemiological and experimental animal studies have shown that
estradiol has a key role in the control of food intake and energy balance. Estradiol has long been known to inhibit feeding
in animals. There are important changes m food intake patterns during the estrous cycle. with a reduction of food intake
around the time of ovulation. when estradiol presents its highest levels. Men have less total fat and more central fat
distribution which carries a much greater risk for metabolic disorders while women have more total fat and more
gluteal/femoral subcutancous fat distribution. Men and postmenopausal women accumulate more fat in the intra-
abdominal depot. This review is focused on the mechanism by which sex steroids affect feeding behavior and fat

distribution.

Keywords: Gonadal steroid. appetite, food intake. estradiol, leptin. insulin.

THE MODULATION OF EATING BY SEX HORMO-
NES

Appetite 1s defined as the desire to satisfy the need to
consume food, felt as hunger. Appetite exists in all higher
life-forms and serves to regulate adequate energy intake to
maintain metabolic needs. It is regulated by a complex
physiological system that balances food intake and energy
expenditure via close communication of afferent and efferent

signals between the brain, the digestive tract and the adipose
tissue.

‘When a meal is ingested, satiety hormones contribute to a
digestion process and a feeling of fullness. Central circuits in
the brain integrate satiety signals and signals of long term
energy status to produce a coordinated response to the
change in nutritional status [1, 2].

Body weight is stable when food intake and energy
expenditure are in equilibrium. The hypothalamus integrates
signals from central and peripheral pathways to play an
important role in appetite regulation [3]. and energy
homeostasis is controlled by the adipose tissue, pancreas.
and the gastrointestinal tract [1] that regulate central circuits
in the hypothalamus and brain stem to produce a negative or
positive effect on energy balance.

The arcuate nucleus of the hypothalamus integrates
signals by altering the relative activity of neurons expressing
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neuropeptide Y (NPY), Agouti-related protein (AgRP).
melanocortin (MSH) and amphetamine-regulated transcript
{CART). These neuropeptides project to downstream nuclei
and modulate the release of further anorectic or orexigenic
peptides that adjust energy intake and expenditure to
maintain a stable body weight [4]. While these signals
depend on circuits in the hypothalamus, brain stem. and
limbic system to modulate neuropeptide release and hence
food intake and energy expenditure [4. 5]. peripheral signals
are driven from adipose tissue (leptin and adiponectin).
pancreas (insulin. pancreatic polypeptide PP and glucagon).
and gastrointestinal tract (cholecystokinin CCK, peptide YY.
glucagon-like peptide-1 GLP-1, oxyntomodulin OXM and
ghrelin). These peripheral signals cross the blood-brain
barrier and act on brain regions such as the hypothalamus
and brain stem,

Gonadal steroid hormones, such as androgens. estrogens
and progestins. are well known for their regulation of sexual
development and reproductive functions [6, 7].

Sex steroid hormones regulate the Hypothalamus-
Pituitary-Gonadal axis by positive and negative feedback
actions on receptors at the hypothalamus and pituitary levels
but they also play an important role in diverse biological
actions (in nom-reproductive tissues) non related to their
reproductive functions [8].

Obesity represents an ever increasing epidemic in
developing and developed countries that causes adverse
metabolic problems with important gender differences in the
prevalence of these metabolic diseases. These sex
dissimilarities could be related to the different sex hormone
profile in men and women. Sex hormones act on regions of
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the central nervous system involved in the regulation of food
intake and energy homeostasis. The expression of sex steroid
hormone receptors such as estrogen and androgen receptors
has been found in certain neurons of the appetite complexes

[o].

Sex steroid hormones have many actions that affect body
weight and adiposity independent of eating, including effects
on energy expenditure, gastrointestinal function, metabolism.
growth and body composition. The mechanisms underlying
these effects and their relations to eating are not well
understood [8].

Human epidemiological and experimental animal studies
have shown that estradiol has a key role in control of food
intake and energy balance. In postmenopausal women, when
estradiol levels are lower in comparison with a regular
cycling woman. the incidence of obesity increases [10]. and
in female rats the food intake and body weight increases
after ovariectomy. Besides the action of estrogens in appetite
by regulation of hormones from adipose tissue and pancreas
such as leptin, adiponectin and insulin, estrogen reduces food
intake and body weight acting directly in the hypothalamus

[11].

HORMONAL PERIPHERAL SIGNALS OF FOOD
INTAKE

Leptin

Leptin is a 16 kD hormone with 167 aminoacids
produced and secreted in a variety of tissues. predominantly
by adipocytes [12], that regulates food intake and energy
expenditure and has many functions related to growth and
development [12, 13]. One of its major functions is to act on
hypothalamic arcuate neurons to inhibit food intake by
stimulating secretion of the anorexogenic neuropeptides
POMC and CART and thereby inhibits appetitive drive
through the interaction with its receptor (Ob-R) which is a
member of the cytokine receptor family and has a single
trans-membrane domain [14], that presents multiple isoforms
resulted from alternative mRNA splicing and post-
translational processing [15]. There are three classes of Ob-
R: long, short and secreted.

During development leptin plays a major role in
organizing the detailed interconnections among the various
hypothalamic nuclei involved in appetite. Several studies in
rodents have demonstrated a surge of leptin around postnatal
days 10 to 14 [16-18]. This surge has been correlated with
maturation of the central nervous mechanisms that regulate
appetite in later life. Leptin also appears to play a key role in
programming the structural and functional development of
hypothalamic orexigenic and anorexigenic centers in the
early postnatal period, associated with developmental
programming of appetitive centers and thought to have an
important role in regulating later life leptin sensitivity.
Developmental programming is the response to a specific
challenge in a critical developmental time window that alters
the developmental path with persistent effects. Several
studies indicate that the timing and trajectory of the postnatal
leptin surge in rodents is critical to the development of
obesity in later life [18,19].

Bautista et al.

Circulating levels of leptin correlate positively with the
amount of fat stored [20]. Serum leptin concentrations are
higher in neonates than adults [21.22] despite the presence of
a lower proportion of body fat immediately after birth [22].
Research accomplished in our lab could find no proof that
pup serum leptin inhibits milk appetite during the neonatal
period, we also found evidence that pup adipose tissue may
not be the only neonatal source of leptin in pup serum [18].

Leptin resistance is a result of obesity, but a lack of
sensitivity to circulating leptin also contributes to gain body
fat and weight. Leptin role is more important in periods of
starvation than in times of abundance, during hunger times
low leptin levels affects body weight while during obesity
high leptin levels have lower effects in decreasing body
weight [4].

There is a complex interaction between sex steroids and
leptin effects on body weight. The decrease of female sex
steroid levels is linked to a significant increase in body
weight and food intake, which seems to be related to an
impairment of the central actions of leptin [23, 24].

Different studies have shown that sex steroid hormones
directly or indirectly regulate leptin production and secretion
by adipose cells. Estrogens administration to ovariectomized
rats decreases food intake and body weight: it has been
suggested that this effect is related to the ability of estrogens
to positive regulate leptin gene expression [24].

Various steroid hormones regulate leptin mRNA and
protein expression. In rat models the influence of androgenic
and estrogenic status on the leptin gene expression has been
studied in isolated adipocytes. the results have shown that
androgens and estrogens modulate both in vive and in vifro
leptin gene expression in various white adipose tissues [25].
Androgens have a negative effect and in confrast estrogens a
positive effect on leptin expression. These modulation
effects are direct. mediated by the adipocyte androgen and
estrogen nuclear receptors and affect the leptin gene
transcription [25].

Insulin

Insulin is a major metabolic hormone produced by the
pancreas and it was the first adiposity signal to be described
[26].

Insulin enters into the brain via saturable receptor-
mediator uptake across the blood brain barrier at levels
proportional to circulating insulin concentrations [27] and
acts as an anoreXigenic signal, decreasing food intake and
body weight. Insulin positively correlated with long-term
energy balance. Insulin secretion increases immediately after
a meal [28] and its concentrations in blood depend on total
body fat storages and distribution, with visceral fat being a
key determinant [29].

Insulin signaling involves a cascade of events initiated by
msulin binding to its receptor, the insulin receptor is
composed of an extracellular g-subunit which binds msulin
followed by receptor autophosphorylation, and an
intracellular P-subunit which transduces the signal and has
intrinsic tyrosine kinase activity, which results in tyrosine
phosphorylation of insulin receptor substrates (IRS) [30, 31].
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including IRS-1 and IRS-2 identified in neurons [32. 33].
The insulin receptor exists as two splice variants resulting in
subtype A. with higher affinity for insulin and more
widespread expression, and subtype B with lower affinity
and expression in classical insulin responsive tissues such as
fat, muscle and liver [32, 33]. Insulin receptors are widely
distributed in the brain, particularly in hypothalamic nuclei
mvolved in food intake [34, 35] with the highest
concentrations found in the olfactory bulb. hippocampus.
cerebral cortex and the arcuate nucleus in the hypothalamus
[36].

Insulin is secreted from pancreatic B-cell and decreases
blood glucose by promoting glucose uptake by muscle and
adipocytes. as well as preventing the formation of glucose by
the liver. The ERo and ERP have been both involved in
energy balance, fat and glucose metabolism in hypothalamic
neurons, liver, adipose tissue, muscle and the endocrine
pancreas, however, data have shown that ERo. has a major
action. ERo. and ERP as well as membrane estrogen
receptors are involved in the regulation of pancreatic B-cell
function and hypothalamic neurons [37]. ERa knockout [38]
as well as aromatase knockout mice [39] are obese and
insulin resistant probably due to lack of estrogen actions
[40].

Predisposition to impaire glucose tolerance and insulin
resistance are present in ovariectomyzed rats [41] and
menopausal women [42], in both conditions estrogen levels
are low. This predisposition decreases with estrogen
replacement, for both situations [43]. It has also been
reported that estrogen function deficiency in men. due to
absence of ERo or aromatase. results in impaired glucose
metabolism [44].

Changes in blood estrogen levels occur during pregnancy
as well as during the menstrual cycle in humans or the
estrous cycle in rodents. In each physiological situation.
estradiol is involved in maintaining normal insulin
sensitivity and to be beneficial for B-cell function. However.
estradiol levels above or below the physiological range may
promote insulin resistance and type II diabetes [45].

Cholecystokinin (CCK)

Cholecystokinin (CCK) is a gut peptide found in the
gastrointestinal tract, predominantly in the duodenum and
jejunum. This peptide has also been found in the brain where
it has been associated to diverse processes such as satiety.
CCK major function is the control of appetite. It stimulates
the release of enzymes from the pancreas and gall bladder.
coordinating digestion by increasing intestinal motility and
inhibiting gastric emptying [46]. The peptide is thought to
act both locally and hormonally in the gut, and as a
neuromodulator in the brain.

It is well known that the administration of CCK in
humans [47] as well as in animal models [48]. inhibits food
intake by reducing meal size and duration. an effect which is
enhanced by gastric distension. Infusion of CCK at the onset
of every spontaneous meal. decreases food intake by
consistently limiting meal size.
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CCK has a short half-life. only 1-2 minutes, its effect on
food intake is rapid and brief. This peptide apparently does
not regulate long-term food ingestion, if CCK is
administered more than 15 minutes before a meal. it does not
have any effect at reducing meal size. In rats, chronic pre-
prandial administration of CCK reduces food intake, but
increases at the same time meal frequency, without changes
in body weight [4]. Additionally, several studies with rodents
have shown that various pharmacological antagonists of
CCK stimulate feeding [49].

CCK satiating action is estrogen-sensirive. The inhibitory
effect of CCK on food intake is enhanced in ovariectomized
rats treated with physiological doses of estradiol [50].
Experimental manipulations of CCK and estradiol have
shown that estradiol cyclically increases the activity of the
CCK satiation-signaling pathway resulting in the decrease of
meal size and food intake during the ovulatory phase of the
ovarian cycle [51-53].

Ghrelin

Ghrelin is a 28 amino acid peptide synthesized as a
preprohormone. During its synthesis a modification is
imposed in the hormone in the form of an n-octanoic acid
bound to one of its amino acids. necessary for biological
activity. Ghrelin is synthesized and released primarily from
the oxyntic cells of the stomach, but also in smaller amounts
from duodenum, ilenm, caecum and colon [54. 55]. The
hypothalamus, pituitary. placenta and kidney are also other
sources of ghrelin.

Ghrelin plays an important role in the regnlation of
feeding behavior and energy metabolism by mainly acting at
the CNS [56]. It has orexigenic effects (stimulates appetite
and promotes adiposity) and increases food intake in both
animals and human beings [57], via action on the
hypothalamic ARC [58] by modulating hypothalamic
appetite-regulating pathways, primarily the orexigenic NPY
network and/or the agouti-related protein [59].

Ghrelin concentrations increase before meals and are
suppressed by the intake of nutrients [54]. An increase in
circulating ghrelin levels may occur as a consequence of the
anticipation of food, or may have a physiological role in
initiating feeding. Administration of ghrelin, either centrally
or peripherally, increases food intake and body weight and
decreases fat utilization in rodents [60]. Ghrelin levels fall in
response to the ingestion of food or glucose, but not
following ingestion of water. suggesting that gastric
distension is not a regulator [61]. Plasma ghrelin levels
increase in response to food restriction. fasting and
malnutritional states. Anorexic patients also have high levels
of ghrelin which falls to normal after weight gain [62].
Ghrelin levels negatively correlate with body mass index in
normal and obese subjects as well as in patients with
anorexia nervosa [58. 62].

Although ghrelin acts as a modulator of feeding behavior
and energy metabolism it has been recently implicated in
reproductive physiology. It has been reported the expression
of ghrelin and ifs receptor in various reproductive organs,
such as placenta, testis Leydig cells. ovary in rat [63, 64],
and mouse embryos and endometrium [65].
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Changes in the expression of ghrelin gene was
demonstrated in rat ovary throughout the estrous cycle [63].
Ghrelin immunoreactivity was predominantly located in the
luteal compartment of the ovary, being detected by
immunostaining more intensely in steroidogenic cells from
corpus lutenm of the current cycle as well as in all
generations of regressing corpora lutea. Its relative mRNA
levels varied depending on the stage of the cycle. with the
lowest levels in the highest estradiol concentration.
proestrus, and peak expression values during the luteal phase
of the cycle [61].

Adiponectin

Adiponectin, also called adipocyte complement-related
protein (Actp30). apMl or adipeQ, is a 244-amino acid
protein secreted from adipose tissue. Its circulating levels are
up to 1.000-fold higher than other circulating hormones such
as leptin and insulin [66. 67]. encoded by gene APMI1, which
has been mapped to chromosome 3q 27 [68] and it has
structural homology to complement factor Clq and collagen
VIII and X [69]. Adiponectin binds to a number of receptors.
Two receptors have been identified, with homology to G
protein-coupled receptors and one receptor similar to the
cadherin family: adiponectin receptor 1 — ADIPORI.
adiponectin receptor 2 — ADIPOR2, T-cadherin - T-Cad
[70].

It has been shown that adiponectin release is significantly
lower in omental than in subcutaneous adipose tissue [71]. It
regulates several metabolic processes. such as glucose [72]
and fatty acid metabolism [73]. and energy homeostasis. It

has been observed that adiponectin treatment in mice
increased fatty acid oxidation in muscle [74].

In contrast to leptin. adiponectin levels are inversely
correlated with body fat percentage and body mass index in
adults [75, 76] while it 1s positively correlated with fat cell
size [77. 78]. Low adiponectin concentration is related to
metabolic derangements [76] such as obesity and type 2
diabetes [79]. atherosclerosis [73], coronary artery disease
[80]. non-alcoholic fatty liver disease and an independent
risk factor for metabolic syndrome [81].

Adiponectin levels in women have been found to be
significantly higher than in men [75]. it has been
demonstrated that after neonatal castration in male and
ovariectomy in female mice. tissue adiponectin content
increased [82]. while in other experimental studies it has
been shown that androgens and estrogens also decreased
adiponectin levels [82. 83]. Furthermore. there has been
found decreased adiponectin levels in the last trimester of
pregnancy and in patients with gestational diabetes [84].
During postmenopause, women present lower adiponectin
levels, and this has been related to an increase in body mass
mdex. which may lead to insulin resistance [85].

Glucagon

Glucagon is a 29 amino acid peptide secreted by
endocrine cells of the intestinal mucosa and by the a-cells of
the islets of Langerhans in the pancreas [86]. Glucagon acts
in the opposite way than insulin. increasing blood glucose
levels [87]. The pancreas releases glucagon when blood

181

Bautisra er al.

glucose levels fall too low, its action in the liver is to convert
stored glycogen into glucose. which is released into the
bloodstream. Glucagon also stimulates the release of insulin
intended to be used on glucose by insulin-dependent tissues.
Glucagon and insulin keep together the right blood glucose
levels [87]. Studies with healthy human subjects as well as
experimental animal models have shown that glucagon also
has a role in the control of appetite and energy intake [88].

Gastric motility and secretion is inhibited by the presence
of nutrients in the ileal lumen. Glucagon participates in the
regulation of energy intake by the inhibition of gastric
emptying, which limits the food intake 86. 89. 90].

Glucagon is released by the pancreas during meals.
apparently largely due to cephalic phase reflexes, and each
appears to act as a physiological negative feedback control of
meal size in male animals. It was demonstrated that estradiol
treatment in ovariectomized rats increases the satiating
potency of intra-meal hepatic portal infusions of glucagon
[91] and the hepatic portal infusion of glucagon antibodies
(neutralization of glucagon) in the same model increased
feeding in estradiol treated rats [8. 91] (Fig. (1)).

FOOD INTAKE DURING THE OVARY CYCLE IN
DIFFERENT SPECIES

In females a number of species. feeding is closely
associated  with  hypothalamic-pituitary-gonadal  axis
function. In general in the ovulatory cycle. it has been shown
that in females from different species, including humans
[92]. rhesus monkey [93]. sheep [94]. rats [95. 96] and
guinea pigs [93] there is a reduction of food intake around
the time of ovulation. when estradiol presents its highest
levels.

Menstrual cycle in women presents eating variations.
Daily food intake in women is at its lowest during the peri-
ovulatory period., which is usually defined as the 4 days
surrounding the LH surge [97. 98] in which estradiol levels
are maximal. Some studies also demonstrate that average
daily food intake is higher during the luteal phase. than
during the follicular phase [98-100]. These data show that
women eat around 10% less during the peri-ovulatory
window [8]. In females, estradiol and progesterone are
cyclically released, however. estradiol, but not progesterone,
produces the cyclic variation in food intake [8]. In women,
leptin fluctuations during the menstrual cycle directly
correlate with estradiol. but not with progesterone [101.
102]. The concentration of estrogens. especially estradiol.
inversely correlate with feeding during many physiological
states,

Rats and mice have 4-5 day ovarian cycles. In rats.
around of 80 to 90% of food intake occurs nocturnally.
During the night following the LH surge. the night of
ovulation, there is a decrease in food intake up to 25%.
accomplished by a decrease in meal size without a
compensatory increase in meal frequency [10. 95, 103].
Estradiol concentration is at its highest just before the LH
surge but very low during estrus. The estrous decrease in
food intake in rats and mice is caused by preceding increase
in estradiol secretion. probably because activation of ER
stimulates transcription factors and the physiological effects
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Fig. (1). Interaction between estradiol and peripheral feedback signals in the regulation of foodintake.

of estradiol linger for about 12 hours. In metestrus, sex
steroid secretion decreases and food intake increases.
However, metestrus in rats and mice lasts only 6-8 hours and
occurs diurnally, when these animals eat very little. Thus,
rats and mice are poor models for eating studies during the
post-ovulatory phases [8].

The cyclic change in eating apparently does not occur
during anovulatory cycles [104]. It can also be suppressed in
women whose eating behavior is under strong cognitive
restraint [105], but it is not clear whether meal size or
number is affected [8].

Ovariectomy produces an immediate increase in feeding
and a 10-30% increase in body adiposity in rats and mice
[53]. Estrogens reduction, as occurs in menopause and
gonadectomized animals, is associated with the increase of

visceral adiposity (Fig. (2)).

SEX DIFFERENCES IN HOMEOSTASIS OF ENERGY
BALANCE

Energy balance and body fat distribution are part of the
sexual dimorphism in many mammalian species including
human beings. Men have less total fat and more central or
intra-abdominal distribution, the adipose tissue distributed in
the abdominal or visceral region (‘android’ or male-pattern
body fat distribution, also called male apple profile or apple
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shaped) carries a much greater risk for metabolic disorders
than does adipose tissue distributed subcutaneously. In
contrast, women have more total fat and more
gluteal/femoral subcutaneous fat distribution (*gynoid’. or
female-pattern, also called female pear profile or pear
shaped) which is poorly correlated with risk for these
metabolic disorders [102]. Gonadal steroids are regulators
with important effects of body size, body fat content and
body fat distribution [106]. Ovarian hormones protect
against the metabolic syndrome. Prevalence of metabolic
disorders is higher in men, than women before menopause,
however, after menopause, women have an increasing
possibility to suffer from metabolic disorders [107]. Intra-
abdominal fat inversely varies with estrogen levels. Men
have lower estrogen levels, women after menopause decline
estrogen production and increase intra-abdominal adiposity,
but if women receive estrogen replacement therapy there is
not an imcrease in fat accumulation, suggesting a specific
role of estrogens in limiting infra-abdominal fat mass. In
contrast, androgens favor abdominal fat deposits [107].

The amount of fat stored in adipose tissue is the balance
between lipogenesis and lipolysis. When energy intake is
lower than energy needs, lipolysis starts and fat stored in the
form of triglycerides is broken into free fatty acids and
glycerol via hormone-sensitive lipase. Visceral adipose
tissue uptake of triglycerides is greater in men than in
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women, whereas females cairy more fat subcutaneously
[107].

Estradiol has long been known to inhibit feeding in
animals, but the mechanisms mediating its effects have not
been clear. Estrogen regulates food intake and fat
distribution by acting at hypothalamus and adipose tissue
level. It may probably regulate satiety signals as part of its
mechanism of action. Estradiol as an indirect control of
eating and meal size, produces changes in feeding behavior
by meodulating the central processing of both satiating and
orexigenic peptides that represent direct controls of eating
[10].

One of the mechanisms for estradiol to reduce body
weight is increasing excitatory synapses upon POMC soma,
resulting in both a reduction in energy intake and an increase
in energy expenditure [108]. Estradiol triggers a robust
increase in the number of excitatory inputs o POMC
neurons in the arcuate nucleus of wild-type rats and mice.
This rearrangement of synapses in the arcuate nucleus is
leptin independent because it also occurred in leptin-
deficient (ob/ob) and leptin receptor-deficient (db/db) mice,
and was paralleled by decreased food intake and body weight
gain as well as increased energy expenditure [109]. Estradiol
exerts direct controls on metabolism, as well, so that it plays
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a multifaceted role in the control of body weight. Indeed,
mutant mice (of either sex) with null mutations of the ERa
or of aromatase, become obese without increased feeding.
Nevertheless, in ad libitum-fed, genetically normal females,
the weight gain following ovariectomy and the weight loss
following estradiol treatment are due mainly to altered food
intake [53].

ER is expressed in the hypothalamus as well as in the
adipose tissues. Catabolic action of estrogens is motivated by
enhancing leptin sensitivity within the brain, in addition of
modifying the white fat distribution to favor the
subcutaneous fat deposition through activation of ER [11].
Specifically, estrogen binds on ERo in visceral adipose
tissues to regulate lipid metabolism [107].

The estrogen activation of membrane ER (different from
ERc. and ERP) controls the electrical activity of three
excitable cells relevant for energy and glucose homeostasis:
insulin containing P-cells, glucagon secreting c-cells and
dopamine and POMC hypothalamic neurons [37].

In males, it has been shown that androgens enhance the
lipolytic capacity of cultured rat adipose precursor cells by
increasing the number of B-adrenoreceptors and the activity
of adenylate cyclase [102, 110]. Some studies have
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demonstrated the presence of androgen receptors in the
adipose tissue [111]. At the adipocyte level, androgens
directly modulate lipid mobilization and lipid uptake,
presumably by binding to androgen receptors expressed in
adipose tissue [102]. In adult male rats constant daily
testosterone release results in a constant level of daily food
intake, the circadian rhythm is controlled separately [8] (Fig.

G3)-

Leptin production also presents sexual dimorphism.
Serum leptin levels are higher in cycling women than in both
men and postmenopausal women and remain still higher in
postmenopausal women than in men [112]. However, in rats
there are controversial findings regardless the sexual
dimorphism differences in leptin concentration. The higher
concentrations of serum leptin in males in comparison with
females have been reported by our group and others [113-
115] and most likely reflects the difference in the amount of
fat between males and females. In contrast, other researchers
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have reported that the marked sexual dimorphism in leptin
plasma levels in which is much higher in females than males,
is at least in part, explained by a suppressive effect of
androgens on leptin production [36] and that leptin levels
inversely correlated with those of testosterone [116].

Leptin expression is inhibited in human fat cell cultures
exposed to testosterone or dihydrotestosterone [117]. In
aging and obese men, there is increased aromatase activity
and therefore a higher conversion of androgens to estrogens
that has been associated to increased serum leptin [118].
Testosterone replacement normalizes elevated serum leptin
levels in hypogonadal men and in castrated male rats [102].
Estradiol administration in female ovarietomized or intact
male rats increases hypothalamic sensitivity to leptin and
favors body fat accrual in the subcutaneous over visceral
adipose depot [11, 102].

Leptin and insulin have proven different eating-inhibitory
strength in male and female rats. Clegg ef al showed that the
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brains of male and female rats are differentially sensitive to
the catabolic actions of small doses of leptin and insulin
[119]. Leptin was administered into the third cerebral
ventricle of age and weight-matched male and female rats.
This hormone reduced food intake in both male and female
rats over 4 hours, but it only reduced food intake in females
for 24 hours. The eating inhibitory efficiency after
intracerebroventricular injection of leptin was not observed
i ovariectomized rats, however. estradiol treatment in those
animals reverted the effect [11. 119]. suggesting that leptin
effects are increased by estradiol [120]. The opposite happen
with insulin, in which male but not female rats had a
significant reduction in food intake over 24 hours after
msulin administration into the third cerebral ventricle [119].

In human. plasma levels of insulin and leptin correlates
with body fat content. Insulin concentration is more related
with wvisceral fat content. in men total body fat is more
closely correlated with plasma insulin levels than with
plasma leptin levels; in contrast, leptin concentration is more
related with subcutaneous fat content. in women total body
fat is more closely associated with plasma leptin
concentrations than with plasma insulin concentrations
[119].

Estradiol plays an important role for the sex difference in
leptin and insulin sensitivity. Leptin and estrogen receptors
are localized on the same hypothalamic neurons [109].
suggesting cross talk and interactions between both
hormones. In addition, estradiol and its action on ERa and
ERP are implicated in control of body fat content and
distribution. Mice without ERa (ERa knockout) are obese. In
humans, abnormal adiposity has been associated with the
Xbal polymorphism of the human ERa [121].

APPETITE AND ENDOCRINE DISRUPTORS

Appetite behavior may also be affected by the endocrine
disruptors. Endocrine disruptors are natural and synthetic
molecules that bind to different kind of hormone receptors.
either mimicking or blocking hormone action. Endocrine
disruptor compounds are widely spread on the environment
and display estrogenic, anti-estrogenic or anti-androgenic
activity, they are lipophylic and can be stored for long
periods on the adipose tissue [122]. Excessive exposure to
endocrine disruptors in humans and other animals is a
consequence of the modern life, having some impact in the
rise of obesity at these days [123].

DEVELOPMENTAL PROGRAMMING AND FOOD
INTAKE

Estrogen and its receptors may also modify the
development of fetus, resulting in permanent changes to the
adipocytes and cellular metabolism. and these, in turn, lead
to excess visceral body fat, cardiovascular disease and type
I diabetes in adulthood. Our group has shown that
progesterone [124]. testosterone, estradiol and corticosterone
[125] serum levels are increased in pregnant protein
restricted rats at the end of gestation in comparison with
control pregnant rats. The overexposure of the developing
fetus to steroids may predispose individual to lifelong health
problems [126]. The masculinization of the female brain in
early development selectively decreases the sensitivity of the
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adult to the eating-inhibitory effects of estradiol. but the
feminization of the brain does not affect the sensitivity of the
adult to the eating-stimulatory effects of testosterone [8].
The data available suggest that sex differences in adult eating
partially depend on organizational effects of gonadal
hormones during development. In our rat model. maternal
nutrient restriction during pregnancy reduced the fat
composition of brain during fetal growth generating a
negatively impact in normal brain development [127]. In
addition, postnatal leptin rise in pup serum was delayed by
prenatal undernutrition. contributing to the development of
altered appetite and metabolic disorders in later life [18].
Female offspring from rat mothers restricted during
pregnancy and/or lactation. fed with control diet after
weaning. presented higher testosterone serum levels during
the normal estrous cycle [124] whereas in the male offspring
testosterone serum concentrations were depressed [125].
Elevated cholesterol and triglycerides occurred in male pups
whose mothers were nutrient restricted during pregnancy and
received a normal postnatal diet, but no changes in those
parameters were observed in the female offspring. However.
in both. female and male pups from restricted mothers in
adult life presented more visceral body fat, higher serum
leptin levels, insulin resistance, as well as increased food
mtake i comparison to the control pups. We concluded that
maternal protein restriction during either pregnancy and/or
lactation alters postnatal growth, appetitive behavior, leptin
physiology. triglycerides and cholesterol concentrations and
modifies glucose metabolism and insulin resistance in a sex
and time window of exposure-specific manner [115, 128].
Maternal obesity also modified offspring phenotype. Our
group. using high fat diet in the rat as experimental animal
model, have shown that male offspring, from fat mother fed
with control diet after weaning presented an increase in fat
cell size and mass, serum triglycerides, leptin and insulin
concentrations [129], leading to developmental programming
of offspring who are predisposed to obesity, diabetes,
hypertension. appetite disorders and other chronic disease.
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