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1. RESUMEN
Introducción. “La hipótesis de los orígenes del desarrollo de la salud y la enfermedad” propone que la
desnutrición fetal desencadena adaptaciones endócrinas que cambian la morfología, fisiología y el
metabolismo. Por ello la madre debe nutrirse para proporcionar los elementos necesarios a su crío vía
placentaria en la gestación o por medio de la leche en la lactancia. Los ácidos grasos poliinsaturados (AGPIs)
y ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPIs-CL) como el araquidónico (AA) y docosahexaenoico
(DHA) son necesarios para la cría ya que favorecen su desarrollo. Estos son sintetizados por las desaturasas
����� �����	� �� 
��
������ ������� �� �� �	� 

� ������� �� ���
����� �������� ���	� �� 
�
�!� "��� � ��� ����#� ���
ingesta de alimento y el gasto de energía de la madre es regulada por la leptina, la cual, está relacionada
positivamente con los depósitos grasos de la madre. Objetivo: Se investigó el efecto de la dieta baja en
proteína durante la gestación y la lactancia, en la síntesis de enzimas que forman los AGPIs-CL en el hígado
y GM materna y la producción y composición bioquímica de la leche, finalmente determinamos parámetros de
desarrollo en las crías. Métodos: Se emplearon ratas Wistar alimentadas con dietas isocalóricas con
contenido proteínico normal (C) 20% caseína o restringido (R) 10% caseína. Los grupos experimentales
fueron control (C) durante gestación y lactancia y restringida (R) en ambos periodos. A 6, 13 y 20 días de
lactancia (dL) se extrajo la leche y a 7, 14 y 21 dL se determinó la producción. A 19 días de gestación (dG) y
7, 14 y 21 dL obtuvimos el hígado y GM materna. Tanto a los órganos como a las leches se les determinó la
grasa total por el método de Folch y la cromatografía de gases se usó para determinar el contenido de
$�"%�&'�!�(
�� ���)*�+,&"'+�-�������
.-�
��*
��
���������������������������
���
��������
�����-�� 
�
���
por Western Blot. La morfometría de la GM, se evaluó, con la tinción de H&E y se usó el programa Leica
Q500W para su análisis, los parámetros bioquímicos en suero por método enzimático y la leptina e insulina
por RIA. A los fetos de 19 dG se les extrajo el hígado y cerebro y se determinó la grasa total y a las crías de
7, 14 y 21 dL, se les tomó el peso corporal y el de sus órganos. Los resultados se expresaron como la media
/� ��#� 0 0� �
� ( ��

 #� 1-23!3�!� Resultados: El peso materno no tuvo cambios durante la gestación, sin
embargo, la composición de AA y DHA en el hígado y GM fue menor en el grupo R a 19 dG, y en la
diferenciación de la GM esta fue menor en R. Durante la gestación los triacilglicéridos se incrementaron tres
veces más en ambos grupos comparados con ratas vírgenes y la leptina fue más alta en R vs C, sin embargo
la ingesta de alimento no mostró diferencias entre grupos a esta edad. Las desaturasas y elongasas tuvieron
menor expresión en R comparadas con C. En la lactancia la leptina fue más alta que en la gestación en
ambos grupos y a partir de 9 dL se observó menor ingesta en R. Los cambios en la ingesta de alimento
durante la lactancia, sin relación con la leptina, nos muestra que los procesos de regulación de apetito
probablemente tengan mecanismos alternos que intervengan con la secreción de la hormona a la circulación
materna. El desarrollo mamario fue menor en R a 7 y 14 dL lo que afectó la composición de leche a 14 y 21
dL esto sugiere que la restricción proteínica en algún periodo del desarrollo juega un papel importante en el
establecimiento de la GM, afectando la producción de leche, ya que a 13 y 20 dL la madre R produce menos,
lo que repercute en la cría ya que esta consume menos componentes grasos y menos AA y DHA, por lo que
esto afecta la ganancia de peso de la cría y el de sus órganos ya que las crías provenientes de madres R
tuvieron menor peso tanto corporal como del hígado y cerebro. Conclusión: los siguientes resultados
sugieren, que la restricción proteínica, afecta la biosíntesis de los ácidos grasos maternos, el desarrollo y
función mamaria, esto afectó el peso corporal y el contenido AA y DHA en el cerebro de los fetos de 19 dG,
los cuales son responsables de la maduración y desarrollo final del sistema neurológico y corporal de la cría.
La menor ganancia de peso persistió aun hasta el día final de la lactancia, lo cual indica que una menor
suplementación de AA y DHA en la leche materna por la restricción proteínica, afecta la ganancia de peso de
la cría, debido a la menor producción materna, pero también por su menor consumo por parte de la cría, lo
que probablemente tenga injerencia en los mecanismos de aprendizaje y respuesta temprana de las mismas.
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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
�
�� ����
��������
�����	��
��
��
���
������������
���	��
���4
���
����5 � �
�������������
��
(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
�
����
����#������
�����������
���#��
��5�
6���
��7��8
� 
�
�9�� !�,�
����-���
 ��5��
�������
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,
-�-�#� ��4
���
��7���
�:
�
�:
��� 
�!�,�
��
��� �:���
.-�
��
��7���
�
�/�(��#�; <�( ��

 �#�1-�2�
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. INTRODUCCIÓN

Una adecuada y correcta alimentación es fundamental en todos los momentos biológicos del ser

humano, sin embargo, adquiere singular importancia en el embarazo (1) y la lactancia, debido a la

formación y desarrollo de un nuevo ser, el crecimiento y maduración del crío está 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 sólo

tiene consecuencias en la madre, sino porque repercute directamente en los mecanismos de

división y proliferación celular del embrión en desarrollo que darán origen a los órganos y sistemas

del nuevo individuo (4); por lo tanto, condiciones ambientales desfavorables durante este periodo

del desarrollo, predispondrán a la progenie a desarrollar enfermedades en la vida adulta

principalmente vinculadas con el síndrome metabólico, resistencia a la insulina, metabolismo de

glucosa, obesidad, hipertensión y daño vascular (3, 5, 6).

La evidencia científica en animales de experimentación durante el desarrollo, ha comprobado que la

adaptación y diferenciación de órganos maternos, como la placenta y glándula mamaria (GM) es

crucial, ya que por medio de ellos el aporte de nutrimentos al crío se ve eficiente o negada (7),

ejemplo de ello es cuando la madre consume bajas concentraciones de ácidos grasos poli

insaturados (AGPIs), su transporte y biosíntesis a AGPIs de cadena larga (AGPIs-CL), se ve

afectada, por tanto, esto provoca estrés y ansiedad en la madre durante la gestación (8) y en el caso

de su crío en los primeros días de vida extrauterina desarrollará retinitis pigmentosa (9), dermatitis

atópica (10, 11) y en la vida adulta, enfermedad de Alzheimer, Parkinson (12, 13), cáncer (14),

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

otras enfermedades (16-19).

Esta información 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 niños como en roedores lactantes que el sistema metabólico es todavía inmaduro,

por lo que la ingesta de estos componentes a partir de suplementación o dieta no es posible, por

ello, la madre es la única fuente de administración de estos compuestos al crío a partir de la leche,

su presencia en el organismo permite al producto el desarrollo de la habilidad para aprender,
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comunicarse, pensar analíticamente, socializarse efectivamente y adaptarse a nuevos ambientes y

personas (4, 13).

3.1 Programación del Desarrollo

Investigaciones científicas tanto en humanos como en animales de experimentación, han

demostrado que la salud está íntimamente relacionada con la calidad de vida en las primeras etapas

del crecimiento. El ambiente perinatal subóptimo puede programar la predisposición para el

desarrollo de enfermedades crónicas, incluyendo la alteración del metabolismo de carbohidratos y

de lípidos (20-24). Esto se fundamentaba en algunos estudios que se centraban en asociar

determinados patrones de crecimiento intrauterino a enfermedades específicas del adulto (25). Así,

la combinación de una placenta grande y un recién nacido pequeño (26, 27) son marcadores de

riesgo de hipertensión, mientras que el bajo peso al nacimiento es un predictor más potente de

resistencia a la insulina (28, 29). La idea de que la nutrición fetal podía tener efectos a largo plazo

inquietaba al ambiente científico, por lo que surgen los primeros estudios clásicos de Widdowson y

McCance en diferentes modelos animales, los cuales mostraron que aquellos que tenían bajo peso

al nacimiento, no llegaban a alcanzar el tamaño de sus congéneres nacidos con peso normal,

incluso ni al llegar a la madurez (30, 31), la disminución en el número de células de algunos

órganos, sería la explicación de este fenómeno.

Otras aportaciones llevadas a cabo respecto a este fenómeno, fueron basadas en observaciones

epidemiológicas, realizadas por la aparición de obesidad y problemas metabólicos, principalmente

relacionados con diabetes mellitus e hipertensión en individuos concebidos durante el Invierno de

hambre Holandés, tal como se le conoce al periodo de hambruna ocurrido durante la ocupación

alemana de los países 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/día a 600

Kcal/día y posteriormente al terminar la invasión, aumentaron a 1700 Kcal/día; asombrosamente el

peso de estos sujetos restringidos no pareció afectado por dicho “reto” en su desarrollo, por la etapa

de exposición a esta grave situación, en especial de los dos primeros trimestres de la gestación, si

no que fue hasta la adultez temprana, donde se encontró una clara relación con el peso de estos

individuos y la nutrición deficiente durante los primeros meses del embarazo, ya que ellos

presentaron un riesgo dos veces mayor de sufrir problemas metabólicos en la vida adulta (32). Esta

información, 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 correlación 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 epidemiológicos y con modelos animales, encaminados a identificar la relación que existe

entre la talla y peso del neonato con la hipertensión arterial, enfermedades cardiovasculares y

cerebrovasculares, obesidad, dislipidemias e intolerancia a la glucosa (34-36). Entonces surge el

término: “hipótesis en los orígenes del desarrollo de la salud y la enfermedad (DOHaD)”, por sus

siglas en inglés, antes conocido como “programación del desarrollo”, que propone que la fisiología y

el metabolismo fetal y neonatal pueden ser alterados por cambios durante una ventana de tiempo

crítica del desarrollo, como la gestación y la lactancia. Estas alteraciones generan una respuesta

fisiológica permanente en el feto que se asocia con el desarrollo de enfermedades en el adulto (5,

37, 38).

El feto metabólicamente programado presenta modificaciones permanentes en la estructura y

fisiología de órganos, así como alteraciones en la expresión de genes involucrados en su propio

metabolismo, por lo que el fenotipo del adulto es la suma de los factores genéticos, así como de la

influencia del ambiente fetal y posnatal (39) (Figura 1). Más adelante Hales y cols. relacionaron que

la pobreza y desnutrición aumenta la morbilidad y mortalidad infantil. Debido a que el medio

ambiente en el cual un niño crece puede tener efectos a largo plazo sobre su salud. Esta

aseveración se basó en observaciones realizadas en el Reino Unido y en Suecia en 1934, donde

encontraron que la tasa de mortalidad se veía incrementada en un grupo específico de edad, por lo

que analizaron la fecha de nacimiento de estos individuos y el día de defunción, así como, las

causas de su muerte las cuales eran por isquemia del corazón. Esta hipótesis, que podía ser

explicada por una relación entre una pobre nutrición en el período fetal y posnatal temprano y la

presencia posterior de enfermedad cardiovascular, fue apoyada por un estudio en hombres de

Inglaterra de 64 años de quienes se tenía su historia de peso al nacer y a quienes se les practicó

una prueba de tolerancia a la glucosa posteriormente. Este experimento permitió concluir que existía

una relación inversa entre la presencia de intolerancia a la glucosa o diabetes y el bajo peso al

nacer, relación que se mantuvo a lo largo de todos los pesos obtenidos al nacimiento ya que se notó

que los individuos que nacieron con peso menor a (<2.5 Kg) tenían siete veces más probabilidad de

sufrir intolerancia a la glucosa o diabetes que aquellos con peso mayor a (>4.5 Kg). Una relación

mucho más estrecha se encontró con los individuos de bajo peso al nacer y la presencia de

síndrome metabólico (intolerancia a la glucosa, hipertensión e hipertrigliceridemia). Estos individuos

tuvieron 18 veces más probabilidades de sufrir síndrome metabólico que los que tuvieron mayor

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

genotipo-fenotipo ahorrador: la cual propone que una deficiente nutrición fetal puede alterar el
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desarrollo de diferentes tejidos, entre ellos, el páncreas y que frente a un ambiente de abundancia

en la vida adulta, darán lugar a la aparición de intolerancia a la glucosa, así como problemas

metabólicos (41-43) (Figura 2). De esta manera se refuerza la idea de que los problemas

metabólicos que se padecen en la vida adulta, están fuertemente vinculados desde la vida

temprana, esto por un ambiente de privación 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 relación 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 orígenes de las enfermedades

crónicas no está 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 programación

metabólica, conduciendo a enfermedades en la vida adulta. El surgimiento de este nuevo campo de

la programación del desarrollo ofrece, por lo tanto, una ruta adicional para explicar la etiología de las

enfermedades crónicas de aparición en la edad adulta y nos permite seguir investigando en un

campo más específico las causas y raíces de estas enfermedades.
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Figura 1. Hipótesis de los orígenes del desarrollo de la salud y la enfermedad: la malnutrición
materna durante la gestación produce una agresión in utero que altera la nutrición normal y el
desarrollo fetal.
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Figura 2. Hipótesis del fenotipo ahorrador: la deficiente nutrición fetal puede alterar el desarrollo
de diferentes tejidos fetales, que si persiste en la vida posnatal va a favorecer al desarrollo de
problemas metabólicos.

3.2 Gestación

El embarazo representa el período más intenso de crecimiento y desarrollo; en el humano dura

aproximadamente de 38 a 42 semanas, mientras que en las ratas sólo 21 días. En este periodo, en

la madre se presentan cambios de manera muy drástica como el incremento en el volumen

sanguíneo, resistencia a la insulina con aumento en la concentración de glucosa, crecimiento de
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órganos y tejidos (44, 45). En el humano, el sistema respiratorio amplía su flujo de aire inhalando y

exhalando de un 30 a 40% más de lo normal y el sistema circulatorio sube su gasto cardiaco debido

a la elevación 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 metabólicos, que están íntimamente

relacionados con la conducta nutricia que adopte la madre durante la gestación (48). En modelos

animales como el de la rata y en algunos casos en humanos, se han probado estos cambios

metabólicos 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 día 13 de gestación incrementa su ingesta y retención en

líquidos, esto con el fin de acumular minerales como Na+, Cl¯ y K+ que deberá transferir al producto,

el cual los incorpora rápidamente al organismo (47, 49); b) los cambios hormonales que son

producidos por la placenta para sintetizar hormonas esteroides, como la progesterona y estrógenos

que promueven la acumulación de lípidos (50, 51); c) el ajuste del metabolismo de carbohidratos,

ya que se requiere glucosa para generar energía, lo cual permite el desarrollo del feto (52); d) el

aporte de proteínas, el cual debe ser alto, ya que juega un papel importante en la síntesis de

nuevos tejidos maternos y fetales (48); e) los cambios en el metabolismo de lípidos, estos

promueven la acumulación de grasa en la primera mitad del embarazo, con el fin de tener depósitos

suficientes que solventarán los últimos meses de la gestación (10), también hay incremento en las

concentraciones de colesterol y en las lipoproteínas de baja (LDL) y alta (HDL) densidad en sangre,

pero son los triacilglicéridos los que al final de la gestación, tanto en ratas (45) como en humanos

(53, 54), se ha visto que aumentan hasta tres veces más las concentraciones de estos en

comparación con las no embarazadas (10). Este aumento de grasa corporal juega un papel

importante en la adaptación metabólica (55), ya que cuando existen condiciones adversas como la

desnutrición, la madre responde, disminuyendo dramáticamente su gasto energético para mantener

el aporte de nutrimentos al feto (56). Durante la última etapa de la gestación el metabolismo

materno de lípidos cambia a un proceso catabólico, acelerándose la movilización de ácidos grasos,

por lo que la madre depende de sus depósitos de grasa para obtener energía, a medida que

avanza el embarazo el aumento de las concentraciones de ácidos grasos no esterificados (AG)

circulantes e incremento en lipoproteínas, triacilglicéridos, fosfolípidos y colesterol, reflejan que hay

aumento en la lipólisis (57, 58), lo cual nos indica que hay una transferencia intensa de AG unidos a

lipoproteínas a través del sinciciotrofoblasto en la placenta humana al feto (59). En ratas la

transferencia de estos componentes grasos ocurre desde el día 15 al 20 de gestación 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 necesitará en los primeros días 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 aminoácidos (1, 50, 52) y los AG, lo hacen en menor proporción, sin embargo, cabe

mencionar que no por ser la menor proporción dejan de ser importantes, ya que dentro de esta
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ácido alfa-linolénico conocido como omega 3 (=>	�(�-ALN; 18:3n-3) y los AGPIs-CL como el ácido

docosahexaenoico (DHA) y el ácido araquidónico (AA), los cuales son de suma importancia para

las membranas celulares de todos los órganos, pero también, son elementos indispensables que

permiten la formación y maduración del cerebro y del sistema inmunológico, 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 gestación los AG son

obtenidos por el aporte placentario materno, pero en la gestación tardía aparte de ser obtenidos por

la madre, son obtenidos también de la síntesis de novo, en el tejido adiposo fetal, por esta razón es

que su concentración aumenta en el recién nacido, pero este aumento es necesario, ya que al final

de la gestación, el feto crece aceleradamente y por tanto requiere suficiente energía para completar

diversos procesos del desarrollo y para solventar los primeros días 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 maduración de

tejidos, los cuales son dependientes del equilibrio y la interrelación entre constituyentes maternos,

placentarios y fetales, los cuales están determinados por el control genético y factores ambientales.

Es el caso de la oferta de sustratos nutritivos de la madre al feto que no sólo depende de la ingesta

materna sino también de la concentración de estos componentes en la sangre, adecuado flujo

sanguíneo y la regulación hormonal materna, estos mecanismos adecuadamente orquestados

permitirán el transporte útero-placentario y favorecerán la diferenciación y maduración celular del

individuo. Cuando las circunstancias son óptimas, 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 probó que la restricción proteínica al 8% aumentaba el

espacio intravelloso en la placenta y disminuía el tamaño de los vellos, lo cual generaba dificultad en

el transporte de nutrimentos y afectaba el peso al nacimiento en el crío (64).
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Se estima que aproximadamente el 40% de la variación total del peso al nacer se debe al control

genético y el 60% restante a los factores ambientales, entre los que se encuentra la nutrición fetal.

El periodo más rápido de crecimiento fetal se da entre las semanas 12 y 36 de gestación y entre la

32 y 36 el rango de aumento de peso es de 200-223 gramos/semana (65, 66), en la última semana

el feto gana 85% de peso más respecto al que ha estado ganando día con día. En la rata el

desarrollo acelerado se da desde el día 15 al 20 de gestación y entre el día 18 a 21 existe un

aumento de hasta una cuarta parte más del peso que ha estado ganando durante toda la gestación

(3, 60). El crecimiento fetal es diferente durante la etapa temprana que durante la última etapa de la

vida fetal. En la etapa temprana el crecimiento de las células de los tejidos y los órganos pasan por

la fase de hiperplasia (aumento en el número de células). En el periodo tardío el desarrollo de las

células pasan por la fase hipertrófica (aumento del tamaño celular) (31) y en el caso del músculo y

cerebro (especialmente en el cerebelo), la fase del crecimiento puede continuar hasta el segundo

año 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 demás especies mamíferas (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 extracción y la

composición de estos en el cordón umbilical, del flujo y la calidad de los alimentos extraídos (70-72).

El feto necesita del sustento materno para tener una fuente de energía oxidable y así llenar los

requerimientos energéticos necesarios para sobrevivir, también necesita carbono y nitrógeno para

llevar a cabo el crecimiento fetal. Los substratos utilizados por el feto para llenar estos

requerimientos incluyen carbohidratos (principalmente glucosa y lactato), aminoácidos y lípidos,

dentro de los cuales el aporte de lo AGPIs es esencial, ya que el feto no puede construirlos, ni

tampoco adquirirlos por otra vía 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 mínimo de 200 a 300 mg de

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

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

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

3.2.2 Evidencia experimental y epidemiológica del estado nutricio durante la gestación
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Se ha demostrado en ratas que una dieta restringida y en especial en proteínas, durante el

embarazo causa disminución del peso al nacimiento y en la edad adulta, hipertensión e intolerancia

a la glucosa (7, 20, 77-79). Algunos órganos en estos animales (páncreas, bazo, músculo e hígado)

presentan menor tamaño, mientras que el cerebro y los pulmones mantienen crecimiento normal

(80). Contrario a esto son los reportes de Bennis-Taleb y cols. donde la restricción proteínica en

ratas si generaba alteraciones en la vascularización cerebral y daño a los vasos sanguíneos de la

corteza (67). Otros estudios han demostrado que la restricción proteínica en ratas gestantes no

modifica la composición de la carcasa en las crías, el peso del hígado y cerebro a los 20 días de

gestación (81). Sin embargo, en ovejas se observó que la restricción proteínica durante la gestación

temprana incrementa el flujo sanguíneo materno, lo cual genera hipoxia en el feto (68).

Los datos en humanos apoyan la teoría de que la malnutrición materna, la disminución en la

ingestión de calorías o la deficiencia en la capacidad de absorción, son factores que influyen en la

programación 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 malnutrición, de su duración e intensidad, ésta

puede afectar la síntesis de hormonas y la sensibilidad del organismo a ellas (71, 82). También se

pueden producir defectos persistentes, como la reducción en el número de células de los tejidos y la

modificación en la estructura de los órganos (25). Estos hallazgos han demostrado que cada órgano

y tejido tienen un periodo crítico o sensible, de mayor replicación celular, durante el cual se verá

más afectado (38), ejemplo de ello es, la embriogénesis temprana. El crecimiento embrionario y

trofoblástico es influenciado por la concentración de nutrimentos, el embrión es selectivo en el uso

de nutrimentos y antes de la fase de mórula este se nutre de piruvato, lactato y aminoácidos 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 embrión, 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 más rápido con

respecto al feto, un bajo depósito de nutrimentos por parte de la madre, genera hipertrofia

placentaria, la cual ocurre como un mecanismo de adaptación para mantener el aporte de

nutrimentos al feto y disminuir en lo posible daños al mismo (31, 84). Al final del embarazo el efecto

de la desnutrición materna es inmediato: el crecimiento fetal se vuelve lento, cuando debía ser

acelerado por encontrarse al final del desarrollo, por tanto, el desarrollo fetal es sacrificado para

favorecer la función placentaria, el oxígeno, la glucosa y aminoácidos son redistribuidos, la placenta

reduce su consumo de oxígeno y glucosa y al mismo tiempo le da un aporte alto de lactato al feto,
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este lactato proviene en su mayoría de los aminoácidos 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 maduración del feto debido a una alimentación inadecuada, sin embargo las

costumbres sociales y culturales de los diferentes países, 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 maduración del mismo, es el caso de la

sociedad americana la cual tiene bajo consumo de productos marinos con respecto a la asiática,

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

formación de nuevos tejidos como ocurre durante la gestación (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 gestación y culmina su maduración durante la

lactancia, en humanos esto se da en el último 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

neurológico, mejora de las funciones cognitivas y de atención, así 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 daños 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 atención y el poco aprendizaje de los niños

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 gestación (89).

3.2.3 Aporte de los AGPIs-CL durante la gestación

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
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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 gestación la mujer entre 19 y 24 años debe consumir un mínimo de 1.36 g/d de
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establecido por día 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 14C

compuestos como ácido linolénico y ácido linoleico, estos estudios han demostrado, que una vez

que han sido ingeridos los compuestos, comienza el proceso de conversión a partir de la actividad
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endoplásmico de los hepatocitos en el hígado, estas enzimas, forman AGPIs-CL biológicamente

activos los cuales durante la gestación y lactancia la madre transfiere al feto, para que, los incorpore

rápidamente a los fosfolípidos que forman parte de las membranas de los diversos tejidos y

órganos. Durante el desarrollo fetal, se demostró en ratas que los AGPIs-CL atraviesan la placenta

de forma selectiva, ya que se observó que el AA y el DHA pasan directamente a través de la

placenta por un compartimento materno específico hacia el feto, este mecanismo se conoce como

enriquecimiento de AGPIs-CL durante la vida intrauterina o “Proceso de Biomagnificación” (1, 10,

74, 93). Esto ocurre durante el tercer trimestre de la gestación 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 gestación y culmina en la lactancia. Otros estudios en
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eicosapentaenoico (EPA), para mantener proporciones considerablemente elevadas de AA y DHA

en la circulación 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 niños nacidos prematuramente, presentan peso bajo al nacer y

tienen un riesgo alto de trastornos e incapacidades del desarrollo neurológico (53), debido al menor

tiempo de exposición 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 gestación y culminan en ella (94,

95). La glándula mamaria, el órgano de mayor importancia en esta etapa, comienza su preparación,

proliferación, división celular y diferenciación lóbulo alveolar durante la gestación (96). Los cambios

fisiológicos y bioquímicos 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 metabólico, donde el tejido adiposo es uno de los órganos con mayor participación 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

formación y maduración de la glándula mamaria influirá en el número y actividad de las células

mamarias, repercutiendo así en la producción de leche (97-99). Uno de los factores más

importantes que están involucrados en la programación del desarrollo es la adecuada nutrición

durante la lactancia. La práctica del amamantamiento se ha visto que disminuye el riesgo a

desarrollar obesidad en los niños (100, 101). Muchos factores determinan la composición de la

leche materna, estos factores se sabe que también pueden inducir el apetito en el crío 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 regulación de la conducta del apetito, ya que es complejo establecer si esta

regulación se lleva a cabo por la leptina que se ingiere vía leche materna o bien por la secreción de

ella por parte del crío a partir de su tejido adiposo. En la actualidad se sabe que para los días 10 a

14 de lactancia existe un incremento en las concentraciones de leptina en el suero de la crías de

ratas, este pico se ha relacionado con la maduración de los centros del apetito en el cerebro ya que

la rata continua y termina su maduración del cerebro durante este periodo, de manera que la leptina,

culmina con los procesos de programación y desarrollo de las función 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 fracción que más varía es la formada por las grasas; los triacilglicéridos son los

componentes mayoritarios de la leche, constituyen el 95% del total de lípidos (103) y aportan el 70

% de la energía total (104, 105) principalmente estos son obtenidos de dos fuentes: 1) de la síntesis

de ácidos grasos de novo en el tejido adiposo y 2) de los ácidos grasos de la circulación (106). La

composición de los ácidos grasos de la leche, puede modificarse muy fácilmente debido a tres

mecanismos: 1) La intervención nutricional (consumo excesivo o carente en grasas); 2) la

modificación en la síntesis de ácidos grasos de novo en la glándula mamaria o tejido adiposo y 3); la

captación de ácidos grasos por las lipoproteínas en la glándula mamaria (106, 107). Existe una
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materno. Cerca del 95% de estos compuestos son oxidados en las mitocondrias hepáticas para la
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en el hígado materno y transportado a la glándula mamaria, o bien, son llevados directamente a la

glándula 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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hematoencefálica 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

hacía la glándula mamaria es unido a fosfolípidos y triacilglicéridos de las lipoproteínas de muy baja

densidad (VLDL) o unido a seroalbúmina, mientras que el DHA no puede ser transportado por las

VLDL por lo que en el hígado y en el tejido adiposo, existe un reservorio considerable de DHA lo

cual explica por qué en algunas ocasiones la deficiencia de DHA sólo se manifiesta en forma tardía,

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

3.3.1 Evidencia experimental y epidemiológica del estado nutricional durante la lactancia

La Cumbre Mundial para la Infancia en 1990, la Conferencia Internacional para la Nutrición en

1992 y la Cumbre Mundial para la Alimentación en 1996, acordaron disminuir la malnutrición 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 población 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 proyección del número absoluto de niños

mal nutridos aún está en aumento (112). La mejor manera de medir la salud de una población es

conocer cómo crecen y se desarrollan sus niños. Durante los últimos diez años la Organización

Mundial de la Salud (OMS) ha estudiado de manera persistente el progreso de los niños de

diferentes partes de los continentes, los cuales tuvieron el beneficio de tener condiciones adecuadas

sanitarias y una alimentación 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 años de vida y el crecimiento y desarrollo es apropiado (113). Estudios

demuestran que la práctica de la lactancia, provee a los niños de los nutrimentos suficientes y ayuda

en la inmunización para prevenirlos de enfermedades comunes en la niñez, lo contrario se presentó

en niños en los que la inadecuada alimentación y la prevalencia e incidencia de enfermedades

infecciosas afectaron su desarrollo y madurez, influyendo sobre los factores genéticos de los

infantes, convirtiendo la desnutrición infantil en una de las variables más 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 obtendrá su máximo crecimiento y desarrollo final. Cabe

mencionar que la calidad y la cantidad de la leche debe ser la adecuada, de tal forma que la

nutrición de la madre debe ser la apropiada, debido a que una mala nutrición podría modificar las

proteínas, los carbohidratos, pero con mayores cambios en su concentración serán las grasas,



28

debido a que el 50% de las calorías totales que aporta la leche provienen de los lípidos 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 órganos y sistemas del neonato (108, 115, 116). El

hecho de que los lactantes sean amamantados, ha mostrado tener mejores resultados en las

pruebas de evaluación neurológica (116, 117). La principal evidencia para esta afirmación, es el

mayor depósito cerebral de DHA encontrado en los lactantes que recibieron leche materna, en

relación a los alimentados con fórmulas lácteas que no contienen DHA (118, 119). Algunos otros

experimentos, muestran correlación positiva entre la práctica de amamantamiento, el desarrollo

corporal y la respuesta cognitiva, indicando que la leche materna contiene componentes biológicos

que son benéficos para el niño. Esta correlación se ha atribuido al contenido de AA y al DHA (120),

ya que las madres presentaron concentraciones adecuadas de estos, lo cual mejora la visión, el

desarrollo neurológico y corporal de los niños, en comparación con los que tuvieron lactancia con

fórmulas que no aportaron el contenido adecuado de AA y DHA, ya que son fórmulas fortificadas en

AGPIs pero no en AGPIs-CL (121, 122). La nutrición 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 concentración de estos es mínima 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 inflamación, constituir

las redes fotosensibles de la visión para afinar su vista, desarrollar y madurar el cerebro (123), lo

cual permite llevar a cabo y establecer la neurogénesis, mielinización, arborización dendrítica y

neurotransmisión (124-127), activar la región motora neuronal, la cual conducirá al desarrollo del

lenguaje, la maduración del aprendizaje, la activación de las funciones motoras y finalmente brindar

estructura, permeabilidad, movilidad y comunicación 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 producción de leche:

calostro, transición 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 señalan, que el AL

disminuye durante el calostro en comparación 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, todavía existe controversia en establecer estos parámetros en las

fórmulas y suplementos alimenticios, ya que Cuthbertson y cols. (131) establecieron que el mínimo

requerido de AL durante la lactancia debe ser de 0.6% mientras que Crawford y cols. determinaron

que debía ser del 1% (132). Hoy en día varios comités de nutrición infantil a nivel mundial han

establecido que el mínimo requerido será del 2-3% (2, 133, 134), dejando las cifras de Cuthbertson

y Crawford por debajo de lo establecido.

1) Aporte de AL �������	
����
	ALN (18:3 n-3): la fuente de obtención 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 crío. Para el�H&ALN (18:3 n-3)

son los productos marinos como sardina, salmón, trucha, atún, pez bagre, carpa, lucio y algunos
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o mejor conocidos como omega 3. Desafortunadamente, en la mayor parte de América no se tiene

el hábito del consumo de productos marinos proveedores de estos ácidos grasos esenciales (137),

lo cual dificulta su existencia en la leche materna. Actualmente se ha adoptado un método de

suplementación en las madres, con el fin de regular su concentración. A las madres se les
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mg, también se les han ofrecido guías y orientación nutricional durante este periodo, lo que en

décadas pasadas no se hacía, esto ha logrado resultados importantes, ya que estos niños, tienen

mejores resultados en pruebas conductuales, que aquellos niños 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 aportará estos compuestos a su bebé
obteniéndolos a partir de: 1) la absorción intestinal de lípidos dietarios, la madre debería de ingerir
por lo menos 200 mg/día de DHA para lograr el aporte suficiente al bebé (2) y mantener la relación

de ingesta 6:1 con el AA, ya que esto proporcionará al bebé un adecuado suministro de los

componentes grasos provenientes de la leche (2, 138), 2) de la movilización de reservas maternas
en el tejido adiposo. En México estudios realizados por Villalpando y cols. mostraron que la mal

nutrición observada en comunidades indígenas no permite el aporte de estos componentes debido al

bajo reservorio adipocitario, lo cual conlleva al neonato a desarrollar una respuesta cognitiva tardía y

problemas cardiovasculares (141) y 3) de la síntesis endógena en el hígado y la glándula mamaria.
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Experimentos en roedores muestran que un déficit o ausencia y en algunos casos sobre expresión

de las enzimas formadoras de DHA y AA pueden afectar la concentración de estos componentes en

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

3.4 Metabolismo de los AGPIs-CL

El metabolismo de los ácidos grasos que provienen de la dieta comienza, cuando los ácidos

grasos, entran a los enterocitos por medio de una proteína localizada en la pared intestinal que
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ALN, se esterifican para formar triacilglicéridos dentro del enterocito y pasan a la circulación

sanguínea a través de la vía linfática en forma de quilomicrones. La enzima lipoproteína lipasa

(LPL), que se encuentra en la pared interna de los capilares sanguíneos hidroliza los triacilglicéridos

en ácidos grasos saturados, mono insaturados o poliinsaturados, es así, como pueden ser

transportados a sus diferentes destinos metabólicos como el hígado y el tejido adiposo (10) (Figura

3). Ya en los órganos blanco, a nivel celular se inicia el proceso de desaturación y elongación en el

retículo endoplásmico donde por acción 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

biológicos y permiten la maduración final y el desarrollo del individuo, cabe mencionar que durante

la gestación llegan a placenta para ser transportados al feto y durante la lactancia a la glándula

mamaria para poder ser parte de la leche (4).
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Figura 3. Metabolismo de los ácidos grasos esenciales indicando los principales destinos metabólicos.
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Figura 4. Mecanismo de desaturación y elongación de los ácidos grasos esenciales, estos
productos han sido clasificados por el número de carbonos y de insaturaciones. C1, C3, C6=
posición 1, 3,6 en la cadena hidrocarbonada para numerar la posición de los dobles enlaces. AL,
ácido linoleico, ALN, ácido alfa-linolénico, AA, ácido araquidónico, EPA, ácido eicosapentaenoico,
DPA, ácido docosapentaenoico, DHA, ácido docosahexaenoico.

3.5 Mecanismos moleculares y biosíntesis de las desaturasas y elongasas

3.5.1 Desaturasas

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

de los ácidos grasos provenientes de la dieta, esta saturación, le confiere al ácido graso ciertas
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características específicas que le permiten a la célula realizar funciones de vital importancia. Estas

enzimas fueron clonadas en mamíferos y su estructura genómica fue descrita en el año 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
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aminoácidos, localizada como una proteína de membrana en el retículo endoplásmico, se expresa

con mayor abundancia en el hígado, cerebro, corazón y glándulas adrenales, su peso molecular es

de 52 kDa, su función principal es la de catalizar la reacción de desaturación que se produce entre

el ácido dihomolinoleico y el ácido eicosatetraenoico para producir AA y EPA respectivamente (143-

146). Durante la lactancia estos componentes son vitales ya que son precursores de eicosanoides y
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limitante en la reacción inicial de la desaturación, a este paso se le conoce como el primer paso de

insaturación para la formación de los AGPIs-CL (Figura 5). Esta proteína está conformada por 444

aminoácidos, con un peso molecular de 52 kDa, se expresa con mayor abundancia en el hígado, el

cerebro, el pulmón, la retina y el corazón (144, 146, 147) y está localizada en la membrana del

retículo endoplásmico (147, 148).

Figura 5.�+
�55�*
��
��
�� ���5�*
��
����5��

�������5��7�
�����
���5����������-��� �������-����
formar AGPIs-CL.
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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 biosíntesis de los AGPIs-CL y

en la formación de los esfingolípidos en tejidos específicos. Las proteínas ELOVL actúan como

elongasas, incrementando la cadena hidrocarbonada de los ácidos grasos, al igual que las

desaturasas, estas se encuentran en el retículo endoplásmico. La ELOVL 2 es una proteína de 35

KDa expresada en el testículo, el riñón y el hígado. La ELOVL 2 participa en la elongación de los

AGPIs-CL de 20 a 22 átomos de carbonos. También se sabe que regula la actividad del receptor
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grasos (149, 150), y se ha demostrado que la sobreexpresión de la ELOVL 2 incrementa la síntesis

de triacilglicéridos (149). La ELOVL 5 al igual que la ELOVL 2 pesa 35 kDa. Esta proteína se

expresa preferentemente en las glándulas adrenales y los testículos, pero también se localiza en el

pulmón, el cerebro y la próstata. ELOVL 5 participa en la elongación de ácidos grasos

monoinsaturados y poliinsaturados de 18 a 20 átomos de carbono, al igual que la ELOVL 2 participa
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la glándula sebácea donde se producen las feromonas y actualmente se ha descrito que

posiblemente tenga implicación con la producción y regulación de las mismas (150-152).
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4. Justificación

Las enfermedades crónico-degenerativas como la diabetes, la hipertensión, la obesidad, etc.

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

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

una de las causas que conlleva a la predisposición 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 científica básica para conocer las causas

bioquímicas, biológicas 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 biosíntesis de AGPIs-CL, durante la

gestación y la lactancia, afectando el transporte y aporte de estos componentes a su crío durante

ambas etapas, esto desencadena adaptaciones de todo tipo, endócrino, morfológico, fisiológico y

metabólico lo que conlleva a la predisposición de enfermedades en la vida adulta de la progenie,

principalmente vinculadas con el aprendizaje, cociente intelectual (IQ), hiperactividad, falta de

atención y problemas de la visión.

6. Hipótesis

La restricción proteínica materna, sin cambio en la cantidad y/o calidad de las grasas en la dieta,

genera alteraciones en la ruta metabólica de los AGPIs y AGPIs-CL durante la gestación y lactancia,

principalmente en su función y regulación de la expresión génica de las enzimas involucradas en

este metabolismo de lípidos.



37

oobbjjeettiivvooss



38

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General
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ELOVL 2, ELOVL 5 y formación de AGPIs-CL en su hígado y glándula mamaria a 19 días de

gestación (dG) y a 7, 14 y 21 días de lactancia (dL) y estudiar los efectos en el desarrollo de la cría.

7.2 Objetivos Particulares

� Estudiar el impacto de la restricción proteínica materna sobre la ingesta, peso, parámetros

metabólicos (glucosa, triacilglicéridos, y colesterol) y hormonales (leptina e insulina) a 19 dG y a

7, 14 y 21 dL.

� Estudiar el peso del hígado, la GM, la placenta y la carcasa de las madres a los diferentes días

de estudio.

� Evaluar la composición química de la carcasa a 19 dG y a 21 dL en las madres de los

diferentes grupos de estudio.
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ELOVL 2 y ELOVL 5 en la GM materna a 19 dG.

� Analizar el contenido de AGPIs y AGPIs-CL (AA y DHA) en el hígado y en la GM a 19 dG.

� Realizar estudios histológicos a 19 dG y a 7,14 y 21 dL para conocer la distribución de

parénquima y tejido adiposo en la GM.

� Determinar la producción y la calidad de la leche (proteínas, carbohidratos y grasas) de los

diferentes grupos a los diferentes días de estudio.

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

diferentes edades.
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� 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 crías a 19 dG y durante la lactancia.

� Cuantificar la concentración de leptina en el suero de crías de 7, 14 y 21 dL.
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8. DISEÑO Y DESARROLLO EXPERIMENTAL

La investigación se desarrolló utilizando ratas como modelo experimental. En la Figura 6

observamos los tiempos de estudio, el análisis que se realizó a las muestras obtenidas en los

diferentes días y en los grupos experimentales. Utilizamos ratas debido al costo y número de la

camada, así como por sus tiempos de gestación y lactancia los cuales son cortos y permiten dar

seguimiento controlado al experimento.

Figura 6. Esquema del desarrollo experimental en días, en cada periodo importante se muestra la
edad materna y se describe el análisis que se hizo.
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9. METODOLOGÍA

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 Investigación Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto Nacional

de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán (INNSZ). Todos los procedimientos realizados

fueron aprobados por el Comité de Investigación 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 área 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 días, (los frotis fueron teñidos con

solución de lugol (INNSZ) y observados con un microscopio fotónico (Axiostar Plus de Carl Zeiss®)

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

este se consideró como resultado positivo y se registró, como día cero de gestación, (en caso de

tener ratas negativas por más de cinco días consecutivos, para la prueba de concepción, 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 isocalóricas, Control

(C -20% caseína) o dieta Restringida (R -10% caseína)(38)(Figura 8). El peso de las ratas gestantes

y lactantes así como la ingesta de alimento fueron registrados diariamente hasta el día del sacrificio.

Para asegurar la homogeneidad del estudio durante la lactancia, madres con más de 12 o menos de

10 crías no fueron incluidas en el estudio.
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Figura 7. Ejemplo de un frotis vaginal positivo para el apareamiento.

Figura 8. Asignación de dietas isocalóricas con diferente contenido de proteína.

Grupos experimentales:

� Control (C): Madres que recibieron dieta control (caseína al 20%) durante la gestación y la

lactancia.

� Restringido (R): Madres que recibieron dieta restringida (caseína 10%) durante la gestación y la

lactancia.
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9.3 Dietas: modelo de restricción proteínica

Las fórmulas utilizadas en nuestro modelo biológico fueron elaboradas en la planta piloto del

Departamento de Ciencia y Tecnología de los Alimentos (DCyTA) del INNSZ, las dietas fueron

isocalóricas con diferente contenido de proteína, sin modificación alguna en la calidad y cantidad de

grasa en ambas dietas. La dieta control, fue diseñada bajo la formulación recomendada por la AIN-

93 del American Institute of Nutrition (153), en donde se estableció la composición adecuada para la

alimentación de roedores que permitiera el mantenimiento, crecimiento, reproducción y lactancia de

los mismos. En el caso de la dieta restringida fue reducida a un 50% de proteína, en la que utilizó la

caseína como fuente de proteína. Las modificaciones hechas a las dos formulaciones ya han sido

previamente publicadas (3, 5, 37, 38, 76). Para la elaboración 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 elaboración 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. Composición de las dos dietas isocalóricas dieta control (20 % de caseína) y dieta
restringida (10 % caseína).
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9.4 Medición de peso corporal e ingesta

La ingesta y el peso corporal de las hembras gestantes y lactantes fueron registradas

diariamente de forma individual. Dicha determinación se realizó, colocando una rata madre en una

caja de acrílico con 300 a 500 g aproximadamente de aserrín, se pesó la cantidad de alimento

diariamente y para asegurarnos de que no tuviera variaciones este análisis por la hora y el equipo,

este se realizó siempre a las 9:00 h, utilizando una balanza analítica ADAM® modelo PGW 1502e,

(capacidad = 1500g, d = 0.01g), usándola en función de pesaje de animales para el caso del peso

corporal y en el caso de la ingesta se colocó una cantidad de alimento inicial la cual fue registrada

en la bitácora diariamente y al día siguiente se compensaba lo ingerido con más dieta. Los cálculos

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

� Cálculo de la ingesta de alimento por día

Dónde:

Ai = Alimento inicial (gramos de alimento en el comedero el día anterior a la determinación)

Af = Alimento final (gramos de alimento en el comedero el día de la determinación)

9.5 Extracción de suero de las ratas experimentales

A las madres de 19 dG se les retiró el alimento 4 h antes dejándoles sólo acceso al agua de

forma ad libitum y en el caso de la lactancia a los días 8, 15 y 22 se retiró el alimento y las crías 4 h

antes de la eutanasia. Se colectó la sangre en tubos de vidrio de borosilicato de 16 X 100 sin

anticoagulante, previo a centrifugar la sangre, se dejó formar un coágulo por 45 min a temperatura

ambiente, posteriormente se removió el coagulo de sangre y se colocaron las muestras en una

centrifuga refrigerada RT6000B (Sorvall®) a 1500×g por 20 min, a 4 ºC. Una vez extraído el suero

fue separado con pipetas Pasteur de vidrio de punta mediana y colocado en tubos de polipropileno

para microcentrífuga de 1.5 ml para ser almacenados a -20 ºC hasta el día de su análisis.
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9.6 Extracción de órganos

9.6.1 Placenta

Al día 19 dG se hizo una incisión abdominal en dirección de la línea media, los cuernos uterinos

fueron expuestos (Figura 9) y los embriones fueron extraídos. Cada placenta se limpió y se registró

su peso en una balanza analítica BP 310S de SARTORIUS® (Cap. max.=320g, d=0.001 g) y el

diámetro fue obtenido con un vernier digital (Titan).

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

9.6.2 Fetos

Los fetos fueron contados y pesados. El cerebro del feto y el hígado fueron aislados, pesados y

agrupados por camada, posteriormente se hizo un homogenizado de la muestra y fueron colocados

en tubos cónicos de polipropileno estériles de 5 ml, los cuales fueron previamente etiquetados y

congelados en nitrógeno líquido para ser almacenados a -75 ºC hasta el día del análisis de ácidos

grasos por Folch.

9.6.3 Hígado y glándula mamaria

Después de la recolección de sangre, se procedió a la disección del cuerpo de forma inmediata

(para mantener los tejidos íntegros en RNA y proteínas), se extrajo el hígado y la glándula mamaria
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de todo el perímetro mamario, (región torácica, abdominal e inguinal) el tejido fue pesado y

registrado en una bitácora de laboratorio. Posteriormente se cortó el lóbulo inferior derecho del

hígado y la región abdominoinguinal derecha de la glándula mamaria (4to. y 5to. pezón

respectivamente) (Figura 10). Estos fueron puesto en tubos de polipropileno de 1.5 ml estériles

previamente etiquetados para ser almacenados a -75 ºC a los cuales se les hizo el análisis de

proteínas. El resto del hígado y la glándula mamaria izquierda de la región abdominoinguinal (4to.

5to. y 6to. pezón), fueron puestos en tubos cónicos de polipropileno estériles con capacidad de 25

ml y almacenados a -20 ºC para el estudio de ácidos grasos.

Figura 10. Localización anatómica de la glándula mamaria de la rata. Distribución mamaria; (1-3)
región torácica, (4) región abdominal y (5, 6) región inguinal.

9.6.3 (1) Análisis morfométrico

El sexto pezón (Figura 10) con glándula mamaria fue puesto en un caset de hidratación para

análisis histológico, esta fue diseccionada, extraída e inmediatamente fijada en paraformaldehído
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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 µm, las cuales fueron fijadas en

laminillas (Snowcoat X-tra precleaned Micro Slides 1’’ x 3’’ x 1.0 mm ½ 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 teñidas con Hematoxilina y Eosina (H&E). Una

vez teñidas las laminillas, cinco regiones al azar de cada laminilla (la cual representa una rata),

fueron analizadas con microscopio óptico y procesadas con el programa Leica Q 500W a un objetivo

de (10X) para calcular el porcentaje de área ocupada por el tejido parenquimal y el porcentaje de

área ocupada por el tejido adiposo (epitelio acinar y ductal). La talla y el total de las células acinares

(área citoplasmática y núcleos) fueron calculadas con un objetivo de (100X) en el mismo equipo.

9.7 Producción de leche e ingesta de alimento de las crías

A las 07:00 h del día 7, 14 y 21 dL las crías fueron removidas de sus madres por 4 h tiempo en

el cual las madres tuvieron libre acceso a comida y agua y las crías estuvieron en ayuno. Las

madres fueron pesadas antes y después de las 4 h. Las crías también fueron pesadas antes de ser

regresadas con sus madres y después de haber estado 1 h con ellas alimentándose, todos los datos

de peso fueron registrados en una bitácora de laboratorio. Los cálculos para determinar la

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

siguientes fórmulas:

Producción de leche = (T1- T2)
Ingesta de alimento de las crías = (T1*- T2*)

Dónde:

Peso Madre (T1)= peso de la madre tiempo cero (g)

Peso Madre (T2)= peso de la madre después de 4 h sin las crías (g)
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Peso cría (T1)*= peso de la cría después de 4 h (ayuno) (g)

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

9.8 Extracción de leche

Al día 8, 15 y 22 dL, la madre fue separada de sus crías por 4 h transcurrido el tiempo se

administraron 8U de oxitocina (solución inyectable ampollas con 1 ml conteniendo 5 U.I/ml,

SYNTOCINON NOVARTIS®), con una jeringa de insulina por vía intraperitoneal, para estimular la

producción de leche durante 15 min. Pasado este tiempo se colocó a la rata en una cámara de

anestesia con éter etílico (J.T. BAKER®) y se insensibilizó para poder extraer la leche, lo cual se

hizo, estimulando los pezones de la rata y colectando la leche en tubos de polialómero con rosca

de 5 ml estériles previamente etiquetados, los cuales fueron almacenados a -20°C donde

posteriormente se evaluó la composición bioquímica y calidad por parámetros bioquímicos (3).

9.9 Componentes bioquímicos de la leche

9.9.1 Concentración 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 ácido glucónico y H2O2. El peróxido de hidrógeno

liberado reacciona con un cromógeno (fenol/4-aminoantipirina) por la reacción de Trinder, para dar

una quinona que absorbe entre 492 y 550 nm en el espectrofotómetro, la intensidad de color

producida es directamente proporcional a la concentración 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 estándares y la concentración de los estándares, se calcula la concentración

de las muestras problemas como se describe en la fórmula, la cual también describe los eventos

que ocurren en este procedimiento.
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Por lo tanto las muestras de leche, fueron extraídas del congelador y puestas en un baño María a

37°C, una vez que las muestras estaban totalmente descongeladas se homogenizaron

vigorosamente durante 5 min y se extrajeron 100 µl 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

baño María y posteriormente tanto el blanco, la curva estándar y las muestras fueron leídos en un

espectrofotómetro a una longitud de onda de 500 nm. Con los valores de DO del estándar y de los

tubos problema se puede calcular la concentración de glucosa en la muestra de la siguiente

manera.

9.9.2 Extracción de lípidos

En este método (Folch modificado), las grasas de la muestra son extraídas y evaluadas como

porcentaje del peso después de evaporar el solvente. En un tubo de 16 X 100 se colocó 1 ml de

leche y se agregó 3 ml de cloroformo:metanol en una relación (2:1) y 2 ml de solución de cloruro de

sodio al 0.9%, estos fueron homogenizados con ayuda de un vórtex y centrifugados a 1500×g por 20

min a 4 ºC. Se obtuvo la fase orgánica la cual se colocó en un tubo de vidrio de 16 X 100, los que

previamente ya habían sido puestos a peso constante en un horno-mufla de secado SUTTEX® a

60°C y un desecador de vidrio con gel de sílice para eliminar la humedad, antes de poner la fase

orgánica se registró su peso seco el cual fue tomado en una balanza analítica Cubis

SARTORIUS® (Cap. Max =220g d= 0.0001 g), y posteriormente se agregó la fase y se evaporó con

CO2 en un baño 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 día del análisis de ácidos grasos. Fórmulas utilizadas para determinar el contenido de lípidos

crudos:

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

A = Peso del tubo limpio y seco (g)

B = Peso del tubo con grasa (g)

C = Peso de la muestra (g)

9.9.3 Ácidos grasos [Preparación de los ésteres metílicos de ácidos grasos (FAME)]

Se utilizó la cromatografía de gases para este análisis, la cual es una técnica, en el que la

muestra se inyecta en la cabeza de una columna cromatográfica y esta se volatiliza debido a la

variación de la temperatura que es regulada por un termostato, la elución se produce por el flujo de

una fase móvil 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 estándares 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 �l de tolueno y 40 �l de ácido sulfúrico al 2% en metanol fueron agregados a la muestra

extraída por Folch, la cual se calentó a 90 °C durante 2 h. Posteriormente, los tubos se colocaron en

hielo y se agregó 1 ml de cloruro de sodio al 5%, este homogenado fue extraído con hexano y

centrifugado a 1500 rpm durante 1 min. Posteriormente se tomaron 200 �l de la muestra y fueron

inyectados en el cromatógrafo de gases (AGILENT® modelo 6850 equipado con un detector de

ionización de llama) y de inyección con división automática mediante un inyector automático

(AGILENT 6850), para el análisis de los FAME. La columna cromatográfica fue una columna capilar
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utilizamos 125 �g de ácido 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 ácido graso es detectado de acuerdo a

la temperatura de fusión por tanto el equipo lo revela de acuerdo a este efecto y lo grafica por

tiempo y temperatura detectada.
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9.9.4 Proteínas Totales

La técnica para la determinación de proteínas totales se basa en la unión de un colorante,

(Coomassie Blue) a las proteínas. El colorante, en solución ácida, existe en dos formas, azul y

naranja. Las proteínas se unen a la forma azul para formar un complejo proteína-colorante con un
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tanto puede ser utilizado en muestras pequeñas y pocas sustancias interfieren en su determinación.

Utilizamos 10 µl de leche, los cuales diluimos 1:100 y sobre la dilución realizada tomamos 1 µl de

muestra y añadimos 1 ml del reactivo de Bradford (BIO-RAD®), los tubos estándar fueron

preparados con diferentes concentraciones de seroalbúmina bovina (BIO-RAD®) a los que al final

también se le agregó 1 ml de reactivo de Bradford, se dejó a temperatura ambiente y se leyó la

absorbancia a 595 nm frente al blanco.

9.9.5 Sólidos totales y humedad

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

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

este análisis 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 sílice para eliminar la humedad de

las charolas y pesadas en una balanza analítica, con el peso conocido de la charola, se agregó 1

ml de leche y se volvió a pesar la charola registrándolo como peso húmedo, la muestra se colocó

posteriormente en el horno a 100°C por un mínimo de 12 h y se dejó enfriar en el desecador, una

vez que la muestra estaba a temperatura ambiente, se pesó 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.

Cálculos:

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

A = Peso de la charola seca y limpia (g)

B = Peso de la charola + muestra húmeda (g)

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

9.10 Lípidos totales y contenidos de ácidos grasos en glándula mamaria e hígado

La grasa total de un gramo de la glándula mamaria e hígado materno, así como cerebro e

hígado fetal, fueron extraídos por la técnica modificada de Folch la cual ya ha sido explicada

ampliamente (en el apartado 9.9.2) y al extracto se le cuantificó el contenido de ácidos grasos por

cromatografía 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 análisis químico proximal, posteriormente fue registrado

el peso (peso húmedo) 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

fórmula, la carcasa seca fue homogenizada en una licuadora (OSTERIZER® con doble cuchilla de

acero inoxidable y motor de 600 watts) y almacenada en tubos cónicos de 50 ml de plástico estériles

a 4°C hasta el día de su estudio.

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

Dónde:

A = Peso del soporte de aluminio seco y limpio (g)

B = Peso del soporte + muestra húmeda (g)

C = Peso del soporte + muestra seca (g)
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9.12 Análisis Químico Proximal de Carcasas

9.12.1 Proteínas totales (método de Kjeldahl)

El análisis se efectuó mediante el método de Kjeldahl, que evalúa el contenido de nitrógeno total

en la muestra, después de ser digerida con ácido sulfúrico en presencia de un catalizador de

mercurio o selenio. Se pesó 1 g de muestra y colocó en el matraz Kjeldahl; al que posteriormente se

le agregó 10 g de sulfato de potasio (SIGMA-ALDRICH ®) y 0.7 g de óxido de mercurio y 20 ml de

ácido sulfúrico concentrado (SIGMA-ALDRICH ®). Una vez hecha la mezcla se puso en el digestor

en un ángulo inclinado y caliente a ebullición hasta que la solución se vio clara. Se dejó enfriar y

durante el enfriamiento se fue adicionando poco a poco alrededor de 90 ml de agua destilada y

desionizada. Ya frío se agregaron 25 ml de solución de sulfato de sodio y se mezcló (5). Se

pusieron perlas de ebullición y 80 ml de la solución de hidróxido de sodio (SIGMA-ALDRICH ®) al

40% manteniendo inclinado el matraz, cuando se formaron dos capas se conectó rápidamente el

matraz a la unidad de destilación, se calentó y se colectaron 50 ml del destilado conteniendo el

amonio en 50 ml de solución indicadora. Al terminar de destilar se tituló la solución estándar de

ácido clorhídrico y se calculó la concentración.

Cálculos: Nitrógeno en la muestra (%) = 100[((A × B)/C) × 0.014]

Proteína cruda (%) = Nitrógeno en la muestra * 6.25

A = Ácido clorhídrico usado en la titulación (ml)

B = Normalidad del ácido estándar

C = Peso de la muestra (g)

9.12.2 Contenido de lípidos crudos (método de Soxhlet)

El contenido de lípidos en las carcasas se realizó por el método de Soxhlet la extracción es

semi-continua con un disolvente orgánico. 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 utilizó un matraz bola al cual agregamos

alrededor de 1 g de muestra más 5 ml de éter etílico (J.T. BAKER®) y 3 ml de ácido clorhídrico,

posteriormente colocamos el matraz en un sistema de extracción 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

condensación de 3-6 gotas/s. Pasado el tiempo se filtró 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 evaporación durante 90 min hasta que ya no quedara

solvente, el remanente obtenido se colocó en vasos de aluminio los cuales previamente habían sido

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

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

contenido de grasa en la muestra.

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

Cálculos

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 Química sanguínea
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al inicio del análisis, una vez descongeladas se adicionaron 10 µl del suero en las cubetas del

equipo, el cual procesó las muestras automáticamente. La medición de la concentración sanguínea

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

diseñado para este sistema, se incluyó también dentro de la corrida el control de calidad interno

correspondiente. Las determinaciones se llevaron a cabo con reactivos diseñados especialmente

para este sistema y los parámetros antes mencionados fueron programados en el equipo, el cual

realiza un análisis espectrofotométrico a partir de ensayos enzimáticos que se describen a

continuación (5).

9.13.1 Glucosa

La concentración se determinó 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, además de otras substancias no
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reactivas necesarias para el funcionamiento óptimo del sistema. El equipo dispensa en forma

automática los volúmenes de muestra y reactivo. La proporción es 1 parte de muestra a 100 partes

de reactivo. En las reacciones dadas en el sistema de análisis durante la corrida la enzima HC

cataliza la transferencia de un grupo fosfato a partir del ATP a la glucosa formándose ADP y

glucosa-6-fosfato. Luego la glucosa-6-fosfato se oxida a 6-fosfogluconolactona con la reducción

concomitante de NAD+ a NADH por la acción catalítica 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 reacción producirá un aumento de la absorbancia a esta magnitud la cual será proporcional a la

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

Las siguientes son reacciones químicas empleadas en la cuantificación de glucosa sérica.

9.13.2 Colesterol

Se utilizó 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 UI/L, además de otras substancias no

reactivas necesarias para el funcionamiento óptimo del sistema. El SYNCHRON CX® dispensa en

forma automática los volúmenes apropiados de muestra y reactivo en una cubeta, en proporción 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 ácidos grasos, el colesterol libre es oxidado a

colestén-3-ona y peróxido de hidrógeno por medio de la CO, la peroxidasa cataliza la reacción del

peróxido de hidrógeno con 4-AAP y fenol produciendo quinoneímina, un producto de color.

Reacciones químicas empleadas en la cuantificación de colesterol sérico.
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cantidad de colesterol en la muestra, de este modo el sistema puede calcular y expresar la

concentración de colesterol en mg/dl.

9.13.3 Triacilglicéridos

Para esta determinación se requiere del reactivo GPO (ref.: 445850), el cual mediante un

método de punto final a tiempo fijo el sistema dispensa automáticamente los volúmenes en

proporción 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, ácido 3,5-dicloro-2-hidroxibenzenosulfónico (DHBS) 1.56 mM, peroxidasa de rábano

(HPO) 9 KUI/L, además de otras substancias no reactivas necesarias para el funcionamiento óptimo

del sistema. Los triacilglicéridos de la muestra por la adición del reactivo son hidrolizados a glicerol y

ácidos grasos libres por medio de la lipasa. Se da así una secuencia de tres pasos enzimáticos

justamente, por la GK, el glicerol se transforma en glicerol-3-fosfato y este por acción de la GPO se

transforma en dihidroxiacetona y H2O2 y así la HPO causa el acoplamiento oxidante a partir del

peróxido de hidrógeno generado junto con el DHBS y la 4-AAP forman un colorante rojo de

quinoneímina.

Reacciones químicas empleadas en la cuantificación de triacilglicéridos.
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durante un intervalo fijo de tiempo tras su adición. Esta variación de la absorbancia es directamente

proporcional a la concentración de triacilglicéridos en la muestra y el sistema la utiliza para calcular

y expresar la concentración de triacilglicéridos en mg/dl.

9.14 Determinación de hormonas

La concentración de insulina y leptina se realizó por el método de radioinmunoanálisis (RIA por

sus siglas en inglés). Este método radioinmunométrico se basa en la formación específica de los

complejos antígeno-anticuerpo el cual resulta ser altamente sensible y específico. En dicha técnica,

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

una concentración desconocida de antígeno considerado como el analito (de la muestra) estos son

incubados con una dilución constante de antisuero, de tal forma que la concentración de sitios de

unión al antígeno en los anticuerpos es limitada. Por tanto se establece un sistema de competencia

entre los sitios de unión al antígeno marcado y no marcado (proveniente de la muestra), por el

número limitado y constante de los sitios disponibles en el antisuero (Figura 11). Así, la cantidad de

antígeno marcado unido al anticuerpo disminuirá a medida que la concentración de antígeno no

marcado aumente. Este complejo antígeno-anticuerpo formado puede ser medido por

inmunoprecipitación, midiendo la radiactividad emitida por el componente marcado y comparándolo

contra la curva patrón de emisiones conocidas que incrementa su concentración de antígeno no

marcado y a partir de ésta curva, la cantidad desconocida de antígeno en la muestras puede ser

calculada.

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

Para la cuantificación de la concentración de leptina se utilizaron 100 µl de suero de los

diferentes grupos de estudio y el estuche de leptina con no. de catálogo: RL-83K para rata, este fue

obtenido en LINCO® Research, el cual utiliza leptina de rata marcada con el isótopo radiactivo 125I y

un anticuerpo específico para leptina de rata con una sensibilidad de 0.5 ng/ml, así como un
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estuche cuenta con sus propios patrones de leptina con los cuales se elaboró la curva patrón (5).

9.14.2 Insulina

Se utilizaron 100 µl de suero de los diferentes grupos de estudio y se analizó la concentración

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

emplea insulina de rata marcada con el isótopo radiactivo 125I y un anticuerpo específico para

insulina de rata con una sensibilidad de 0.1 ng/ml, el estuche contiene sus propios estándares de

insulina con los cuales se elaboró la curva patrón; asimismo se usó un contador de radiaciones

gamma (PACKARD INSTRUMENT Co.) para su cuantificación (76).

9.15 Análisis de la expresión de RNA por RT-PCR de tiempo real

La técnica de PCR en tiempo real (del inglés real time PCR- reacción en cadena de la

polimerasa) utilizada para amplificar y simultáneamente cuantificar de forma absoluta el producto de

la amplificación de ácido desoxirribonucleico (DNA), emplea un molde de DNA, un par de

oligonucleótidos específicos, dNTPs, un tampón de reacción adecuado y una DNA polimerasa

termoestable; a dicha mezcla se le adiciona una sustancia marcada con un fluoróforo, la cual con

ayuda de un termociclador que alberga sensores para medir fluorescencia tras excitar el fluoróforo a

la longitud de onda apropiada, permitirá medir la tasa de generación de uno o más productos

específicos.Por tanto nosotros determinamos la presencia de RNAm específicos para las proteínas
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Transcriptasa Reversa (RT) y amplificados por la Reacción en Cadena de la Polimerasa usando

Taqman Universal Master Mix (APPLIED BIOSYSTEM). Las sondas y oligonucleótidos de los genes

de estudio específicos para rata fueron obtenidos por APPLIED BIOSYSTEM® (Pre-developed
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Rn00584915_m1). Todos los resultados fueron normalizados contra el gen constitutivo �-actina. Las

regiones diana para la detección de las elongasas (ELOVL 2 y 5) y el gen constitutivo fueron

construidos a partir de cDNA de tejido y de células epiteliales de glándula mamaría de ratón HC11.

Con ayuda del Light Cycler Fast Start DNA MasterPLUS SYBR Green I (Roche, Indianapolis, IN), se

obtuvieron las regiones para la reacción de amplificación de los genes de estudio: para ELOVL 2, el

oligonucleótido 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
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CCT GTG GCA TCC ATG) y el reverso (TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG) posteriormente estos

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

9.16 Análisis de la concentración de proteína por Western Blot

Es una técnica analítica usada para detectar proteínas específicas en una muestra determinada.

Mediante una electroforesis en gel se separan las proteínas atendiendo al criterio que se desee:

peso molecular, estructura o hidrofobicidad, etc. Estas posteriormente son transferidas a una

membrana adsorbente [típicamente de nitrocelulosa o de fluoruro de polivinildeno (PVDF)] para

poder buscar la proteína de interés con anticuerpos específicos contra ella. Finalmente, se detecta

la unión antígeno-anticuerpo por actividad enzimática o fluorescencia. De esta forma se puede

estudiar la presencia de la proteína en el extracto y analizar la cantidad relativa respecto a otras

proteínas de acuerdo a la intensidad de la banda la cual es comparada contra un anticuerpo que no

modifica su concentración (gen constitutivo). Alrededor de 200 mg de glándula 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 determinó la

concentración total de proteína por el método de Bradford (apartado 6.7.4) y se cargó en un gel de

SDS al 10% durante 2 h 30 min para poder ser transferido a una membrana de nitrocelulosa (0.45
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ELOVL 2 y ELOVL 5 a una dilución 1:500 en TBSt (Tris-buffer salina tween, pH= 7.4: Tris HCl 20
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se les agregó el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa y ELOVL 2 y 5 fue incubado con

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

quimioluminiscencia y revelada en una placa de rayos X (KODAK). El análisis de densitometría de

cada muestra fue realizado con el programa ImageJ. Cada membrana incluye 8 muestras de las
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cuales las primeras cuatro son grupo C y las otras 4 grupo R. Todos los resultados fueron
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9.17 Análisis Estadístico

9.17.1 Gestación

Todos los datos fueron expresados como la media ± EE. El análisis estadístico 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/�-actina). Los datos del
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considerado como diferencia significativa.

9.17.2 Lactancia

Los resultados de los animales del mismo grupo fueron promediados y el análisis final fue

realizado solamente por el número de camadas. El análisis estadístico fue hecho con la prueba de t

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

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

10.1 Peso Corporal e ingesta de alimento de las madres durante la gestación.
Cuando se compararon los grupos R y C del día 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 día cero al 19 dG fue de 75 g (Figura 12).

Figura 12. A) peso corporal (g) y B) ingesta de alimento (g/día) de madres durante la gestación
hasta el día 19, madres alimentadas con dieta control (C - 20% n= 7) o restringida (R – 10% n=6),
los resultados están expresados como la media ± EE.

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

y contenido de proteína entre los grupos, sin embargo, el contenido de grasa corporal fue menor en

el grupo R (Tabla 2).

Tabla 2. Peso corporal y composición 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

Composición corporal
Grasa (g) 9 ± 1 7 ± 0.8*

Proteína (g) 30 ± 3 26 ± 4
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10.3 Características bioquímicas 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 más altas en el grupo

R con respecto al C y la insulina aumentó 3.6 veces más en el grupo R en comparación con el C

(Tabla 3).

Tabla 3. Parámetros bioquímicos 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 Composición del hígado a 19 dG
El peso y la proteína en el hígado no fue diferente entre los grupos, sin embargo, el contenido de

grasa en el hígado resultó menor en el grupo R (Tabla 4).

Tabla 4. Peso, contenido de grasa y de proteína en el hígado 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*

Proteína (mg/100mg) 3 ± 0.3 4.6 ± 0.8
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10.5 Porcentaje de ácidos grasos en el hígado materno a 19 dG
La composición de ácidos grasos en el hígado muestra que los monoinsaturados y los omega 3

están en menor proporción en R vs C, en su análisis individual podemos decir que el ácido oleico

(C= 26 ± 1.4 vs R= 22 ± 1.3* %), el ácido araquídico (C= 0.3 ± 0.01 vs R= 0.2 ± 0.01* %), el AA (C=

5.3 ± 1.6 vs R= 3.9 ± 0.6* %) y el DHA (C= 1.2 ± 0.06 vs R= 0.8 ± 0.07* %) se encuentran en menor

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

Tabla 5. Porcentaje de ácidos grasos en el hígado 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.

10.6 Expresión génica de enzimas desaturasas y elongasas en el hígado materno a 19 dG
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R con respecto al C, este efecto parece ser que repercute en el porciento de ácidos grasos de forma

especial en el AA y DHA en el hígado de la madre (Figura 13).

Figura 13. La abundancia relativa de la expresión génica de las enzimas $	����������#�9	���������
y ELVOL 5, y C) ácidos grasos (%) (AA y DHA) en el hígado 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.

Ácidos 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 ± 2.4 15 ± 1.0

Omegas 3 1.4 ± 0.08 0.9 ± 0.9*

Omegas 6 13 ± 2.0 13 ± 1.0
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GLANDULAMAMARIA A 19 dG

10.7 Composición bioquímica de la glándula mamaria a 19dG
El peso y el contenido de grasa en la glándula mamaria fue menor en el grupo R y el contenido de

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

Tabla 6. Peso, grasa y contenido de proteína en la glándula 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*

Proteína (mg/100mg) 7.3 ± 0.8 7.2 ± 0.5

10.8 Porcentaje de ácidos grasos en la glándula mamaria materna a 19 dG
El porcentaje de ácidos grasos monoinsaturados, saturados y poliinsaturados no fue diferente entre

los grupos de estudio (Tabla 7), sin embargo en el análisis por separado de los componentes grasos

observamos que el ácido láurico (C= 0.5 ± 0.03 vs R= 0.3 ± 0.05* %), el AA (C= 3 ± 0.1 vs 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* %) están en menor proporción en el grupo R comparado con el grupo C.

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

Ácidos 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
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10.9 Análisis histológico y microfotografías de la glándula mamaria a 19 dG

El análisis histológico y las microfotografías muestran que el grupo C tiene mayor desarrollo lóbulo

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 tamaño en las células

acinares, así como menor área citoplasmática con respecto al grupo C (Figura 15).

Figura 14. A) análisis histológico (% de área) y B) Microfotografías de la glándula 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) área acinar (µm2), B) citoplasma (µm2), C) tamaño del núcleo (µm2) y D)
Microfotografía de la glándula 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.
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10.10 Expresión génica de las enzimas desaturasas y elongasas en la glándula mamaria
materna a 19 dG
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observó 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.

Figura 16. La abundancia relativa de la expresión génica de las enzimas $	����������#�9	���������
y ELOVL 2, C) Ácidos grasos (%) (AA y DHA), en la glándula 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.
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10.11 Concentración de las enzimas desaturasas y elongasas en la glándula mamaria
materna a 19 dG
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grupo R en comparación con el C, mientras que en la expresión de las demás proteínas no

encontramos diferencias significativas entre los grupos de estudio (Figura 17 B, C y D).

Figura 17. Concentración de las enzimas $	� ���#� 9	� ���#� '	� ������ �� �� �	� ������ �#� 

� ���
glándula 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.



72

RESULTADOS EN FETOS 19 dG

10.12 Parámetros fetales 19 dG
Los fetos de los diferentes grupos de estudio no presentaron diferencias con respecto al peso y

tamaño de la placenta, sin embargo, el peso corporal, peso del hígado y porcentaje de grasa en

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

Tabla 8. Características 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 9.2 ± 0.6

Peso de la placenta (g) 0.42 ± 0.02 0.40 ± 0.02

Diámetro de la placenta (mm) 0.99 ± 0.01 0.96 ± 0.02

Peso del feto (g) 3.1 ± 0.3 2.0 ± 0.1*

Peso del hígado fetal (mg) 175 ± 19 140 ± 3*

Grasa del hígado fetal (mg) 35.8 ± 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).

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.
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RESULTADOS EN LA LACTANCIA

10.13 Peso materno durante la gestación y lactancia

Las madres del grupo R no tuvieron diferencia significativa en el peso durante la gestación, sin

embargo, desde el día 6 de lactancia el grupo R presentó menor peso y menor ingesta de alimento,

aunque al final de la lactancia no se diera ninguna diferencia en la ingesta (Figura 19).

Figura 19. A) peso corporal materno (g) y B) ingesta de alimento (g/día) durante la gestación y
lactancia. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son
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10.14 Parámetros maternos a 7 dL

Las madres R tuvieron menor peso en glándula mamaria e hígado, sin embargo, no hubo

diferencias en el peso corporal (Tabla 9).

Tabla 9. Parámetros maternos a 7 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida
�+&?3J	!������
��� �������
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Grupo Control (n=7) Restringida (n=6)

Peso corporal (g) 219 � 4 210 � 5

Glándula mamaria (g) 28 � 2 17 � 1*

Hígado (g) 13 � 0.3 10 � 0.4*
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10.15 Parámetros bioquímicos maternos a 7 dL

No hubo diferencias estadísticas en las concentraciones de glucosa, leptina y colesterol en los

sueros de los diferentes grupos de estudio, sin embargo el restringido tuvo menor concentración de

insulina y triacilglicéridos (Tabla 10).

Tabla 10. Parámetros bioquímicos en madres de 7 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-
�3J	����
� ��
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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 � 0.1 3.4 � 0.4

Triacilglicéridos (mg/dl) 78 � 11 40 � 5*

Colesterol (mg/dl) 39 � 4 34 � 1
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10.16 Histología de la glándula mamaria 7 dL

El análisis histológico y las microfotografías muestran que el grupo C tiene mayor desarrollo lóbulo

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).

Figura 20. A) análisis histológico (% de área) y B) microfotografías de la glándula mamaria de las
madres a 7 dL, madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados
��
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10.17 Producción y concentración de leptina en la leche 7 dL

A 7 dL las madres R tienen menor producción de leche (Figura 21 A), pero mayor consumo por parte

de las crías (Figura 21 B). Con respecto a la concentración de leptina en la leche (Figura 21 C), no

existe ninguna diferencia significativa.

Figura 21. A) producción de leche (g/h), B) ingesta de leche de la cría (mg/h) y C) concentración de
leptina en la leche 7 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los
�
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10.18 Grasa total y contenido de ácidos grasos en la leche de madres de 7 dL

El contenido de ácidos monoinsaturados, poliinsaturados, omega 6 y AA (C= 1.0 ± 0.1 vs R= 1.3 ±

0.06* %) es mayor en el grupo R. Sin embargo, el ácido láurico (C= 9.8 ± 0.5 vs R= 7.3 ± 0.5* %), el

ácido mirístico (C= 15 ± 1 vs R= 9 ± 1* %) y el ácido palmítico (C= 37 ± 1 vs R= 29 ± 1* %) se

encontraron en menor proporción 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

producción 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. Concentración de ácidos grasos en la leche a 7 dL, madres alimentadas con dieta control
�'&�3J	����
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Ácidos 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*
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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
�
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0.05.vs C.
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10.19 Composición bioquímica de la leche de madres a 7 dL

La concentración de glucosa en la leche fue menor en el grupo R; Respecto al consumo en proteína

y glucosa calculada, observamos que no hubo diferencia entre los grupos de estudio (Figura 23).

Figura 23. Composición química de la leche. A) proteína (mg/ml), B) glucosa (mg/dl), C) proteína
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
-������-��1-�2�3!3�!4��'!�
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10.20 Parámetros maternos a 14 dL

El peso corporal, peso de la glándula mamaria y del hígado de las madres R a 14 dL fue menor

respecto al grupo C (Tabla 12).

Tabla 12. Parámetros maternos a 14 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o
�
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Grupo Control (n=7) Restringido (n=6)

Peso corporal (g) 237� 6 204 � 7*

Glándula mamaria (g) 38 � 2 19 � 1*

Hígado (g) 16 � 0.8 12 � 0.4*

10.21 Parámetros bioquímicos maternos a 14 dL

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

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

en comparación con el grupo C (Tabla 13).

Tabla 13. Parámetros bioquímicos en madres de 14 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20
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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) 5.7 ± 0.4 4.4 ± 0.07*

Triacilglicéridos (mg/dl) 92 ± 19 44 ± 6*

Colesterol (mg/dl) 39 ± 1 41 ± 1
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10.22 Histología de la glándula mamaria 14 dL

El análisis histológico y las microfotografías muestran que el grupo C tiene mayor desarrollo lóbulo

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).

Figura 24. A) análisis histológico (% de área) y B) microfotografías de la glándula mamaria de las
madres a 14 dL, madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los
�
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10.23 Producción e ingesta de alimento de las crías y concentración de leptina en la leche 14
dL

A 14 dL las madres que producen menor cantidad de leche (Figura 25 A) y las crías que menor

ingesta de leche tienen (Figura 25 B) son las del grupo R en comparación con su grupo C. Con

respecto a la concentración de leptina en la leche no hubo diferencias entre los grupos de estudio

(Figura 25 C).

Figura 25. A) producción de leche (g/h), B) ingesta de alimento (mg/h) y C) concentración de leptina
en la leche en madres de 14 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-
?3J	!������
��� �������
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10.24 Grasa total y contenido de ácidos grasos en la leche de madres de 14 dL

El contenido de ácidos 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 análisis

individual observamos que el ácido láurico (C= 12 ± 1 vs R= 8.4 ± 0.6* %), ácido mirístico (C= 15 ± 2

vs R= 10 ± 0.8* %), ácido palmítico (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 A y 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

producción de leche materna y a la menor ingesta de alimento por parte de las crías (Figura 25 A y

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).
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Tabla 14. Concentración de ácidos grasos en la leche a 14 dL, madres alimentadas con dieta
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0.05 vs C.

Ácidos 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 7.2 ± 1.5 12.3 ± 0.9*

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%)
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0.05 vs C.
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10.25 Composición bioquímica de la leche de madres de 14 dL

A 14 dL la concentración de proteína 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).

Figura 27. Composición química de la leche. A) proteína (mg/ml), B) glucosa (mg/dl), C) proteína
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
-������-��1�-�2�3!3��4��'!�
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10.26 Parámetros maternos a 21 dL

El peso corporal y el de la glándula mamaria fue menor en el grupo R en comparación con el C

(Tabla 15), sin embargo el peso del hígado no mostro ninguna diferencia estadística.

Tabla 15. Parámetros maternos 21dL, madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida
�+&?3J	!������
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Grupo Control (n=7) Restringido (n=6)

Peso corporal (g) 233� 8 189 � 8*

Glándula mamaria (g) 25 � 2 13 � 2*

Hígado (g) 12 � 0.2 11 � 0.7

10.27 Parámetros bioquímicos maternos día 21 dL

La concentración 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. Parámetros bioquímicos en madres de 21 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-
�3J	����
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10.28 Histología de la glándula mamaria 21 dL

El análisis histológico y las microfotografías muestran que al final de la lactancia los grupos de

estudios son semejantes en cuanto al desarrollo lóbulo alveolar aunque el contenido de grasa es

menor en el grupo R (Figura 28).

Figura 28. A) análisis histológico (% de área) y B) microfotografías de la glándula mamaria de las
madres a 21 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los
�
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10.29 Producción y concentración de leptina en la leche 21 dL
El grupo R tuvo menor producción de leche y menor consumo por parte de la cría, la concentración

de leptina en la leche no fue diferente (Figura 29).

Figura 29. A) producción de leche (g/h), B) Ingesta de alimento (mg/h) y C) concentración de leptina
en la leche en madres de 21 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-
?3J	!������
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10.30 Grasa total y contenido de ácidos grasos en la leche de madres de 21 dL

En el análisis del porciento total, tanto de grasa, como de AA y DHA no tuvimos diferencias

significativas (Figura 30 A, B y C). sin embargo los ácidos grasos monoinsaturados se encuentran

en menor proporción en el grupo R vs el C, con respecto a los demás componentes no se muestra

diferencias significativas, (Tabla 17) sin embargo, en el análisis individual observamos que el ácido

láurico (C= 12.5 ± 0.7 vs R= 10 ± 0.2* %), el ácido palmitoleico (C= 3.2 ± 0.2 vs R= 2.4 ± 0.2* %), el

ácido oleico (C= 27 ± 1 vs R= 23 ± 0.6* %) y DHA (C= 0.4 ± 0.02 vs R= 0.2 ± 0.007* %) están en

menor porcentaje en la leche de R vs C y debido a la menor producción materna y el menor

consumo por parte de la cría (Figura 29 A y B) observamos que el grupo R consume menos AA y

menos DHA (Figura 30 E y F).

Tabla 17. Concentración de ácidos grasos en la leche a 14 dL. Madres alimentadas con dieta
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0.05 vs C.

Ácidos 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 ± 1.4 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%)
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0.05 vs C.
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10.31 Composición bioquímica de la leche de madres de 21 dL

Al día 21 dL no hubo diferencias significativas en la concentración de glucosa y proteína en los

grupos de estudio, pero si observamos menor consumo de glucosa por parte del grupo R (Figura

31).

Figura 31. Composición química de la leche A) glucosa (mg/dl), B) proteína (mg/ml), C) glucosa
consumida (g/h) y D) proteína 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
-������-��1�-�2�3!3��4��'!�
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RESULTADOS DE LAS CRÍAS DURANTE LA LACTANCIA

10.32 Parámetros de las crías al nacimiento, 7,14 y 21 dL

Al día del nacimiento tanto hembras como machos no tuvieron ninguna diferencia significativa en

peso, observamos menor diámetro cefálico en las hembras y machos del grupo R y menor longitud

corporal en las hembras respecto de los machos. Al día 7, 14 y 21 las crías provenientes de madres

restringidas, tuvieron menor peso corporal así como menor peso del hígado y del cerebro (Tabla 18).

Tabla 18. Medidas morfométricas al día del nacimiento y peso corporal, del hígado y cerebro de las
crías a 7, 14 y 21 dL. Madres alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los
�
��� �������
�
.-�
������5��������
����/���!�1-�2�3!3��4��'!�#-�2�3!3�����
�6�5����6
�

 
�

 �
�
sexos.

Nacimiento

7dL

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

`�"
���5��-�������	� �!A�/�3!��� �!?�/�!3���

`�����
 ���5
6���5�����	� ??�/�3!3K� ?3�/�3!?1�

`�����
 ����7����
������	� ?A�/�3!?� ?A�/�3!?�

`���
�� ���5��-��������	� �3�/�3!�� �?�/�3!��

a�"
���5��-�������	� 5.7 ± 0.2 5.7 ± 0.2

a�����
 ���5
6���5�����	� 11 ± 0.2 10 ± 0.1*

a�����
 ����7����
������	� 13 ± 0.1 13 ± 0.1

a���
�� ���5��-��������	 48 ± 0.3 48 ± 0.4#

`�"
���5��-�������	� 12 ± 1.2 11 ± 0.5

`�"
������������	� 0.92 ± 0.01 0.79 ± 0.01*

`�"
���5
�
7�����	� 0.36 ± 0.01 0.36 ± 0.01

a�"
���5��-�������	� 11 ± 1.0 10 ± 0.4

a�"
������������	� 0.9 ± 0.01 0.6 ± 0.01*

a�"
���5
�
7�����	� 0.5 ± 0.01 0.45 ± 0.009*
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14dL

21dL

`�"
���5��-�������	� �?�/�?!?�� ?��/�3!K1��

`�"
������������	� 1.2 ± 0.02 0.9 ± 0.06*

`�"
���5
�
7�����	� 1.0 ± 0.02 0.9 ± 0.009*

a�"
���5��-�������	� 20 ± 1.1 14 ± 0.7 *

a�"
������������	� 1.2 ± 0.02 0.9 ± 0.01*

a�"
���5
�
7�����	� 1.0 ± 0.004 0.9 ± 0.006*

`�"
���5��-�������	� 30 ± 3.0 17 ± 1.7*

`�"
������������	� 1.5 ± 0.06 0.9 ± 0.1*

`�"
���5
�
7�����	� 1.6 ± 0.03 1.4 ± 0.02*

a�"
���5��-�������	� 29 ± 2.8 16 ± 1.8*

a�"
������������	� 1.5 ± 0.04 1.0 ± 0.02*

a�"
���5
�
7�����	� 1.5 ± 0.02 1.3 ± 0.03*

10.33 Concentraciones séricas de leptina en las crías

En las gráficas se observa un retraso en el aumento de la concentración de leptina en el grupo R en

comparación con el grupo C (Figura 32).

Figura 32. Concentración de leptina en el suero de las crías de 2, 7, 14, 21 y 25 días de madres
alimentadas con dieta control (C-20%) o restringida (R-10%). Los resultados son expresados como
����
����/���!�
�V��&_�-������-�!�1���4�������.�����
��
- �
��

�
�����������-��-�2�3!3�!�
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10.34 Composición corporal de las crías a 21 dL.

En la relación grasa: proteína corporal de las crías se observó que no hubo diferencias entre sexos

y los grupos de estudio (Figura 33).

Figura 33. Relación (grasa:proteína) de las crías 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
���-��1�-�2�3!3��4��'!�
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11. DISCUSION

Muchos investigadores han examinado el efecto de la desnutrición materna durante el

embarazo y la lactancia en las crías, sin embargo, pocos estudios han tomado en cuenta el impacto

de la restricción proteínica sobre las adaptaciones del metabolismo e implicaciones en el desarrollo

de órganos claves maternos y sus efectos en la formación del cerebro del feto y neonato durante la

gestación y la lactancia. La desnutrición temprana afecta la susceptibilidad a las enfermedades

crónicas en la edad adulta (154), y la dieta materna baja en proteínas puede programar la actividad

enzimática de las crías (155). Estudios previos indican que las crías de ratas alimentadas con dieta

baja en proteínas durante el embarazo, tenían mayor susceptibilidad a desarrollar enfermedades

crónicas en la vida adulta (5, 38) y las madres las cuales habían sido sometidas a estas condiciones

de restricción, desarrollaban adaptaciones metabólicas para mantener la demanda de sustratos a

sus críos 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 día 10 a 16 dG, debido al aumento en el desarrollo de órganos y

proliferación celular fetal (76). Este efecto lo observamos de igual forma en nuestros grupos de

estudio, donde desde el día 8 de gestación hasta el 15 dG, encontramos mayor ingesta de alimento

en ambos grupos de estudio. Otra adaptación metabólica existente durante los primeros días de la

gestación, es la acumulación progresiva de depósitos 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 gestación, no hubo diferencias significativas

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

hígado y corporal fue menor en las madres del grupo restringido, lo cual repercutió 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 restricción

proteínica severa (6%) (157).

Existen numerosos estudios en animales los cuales han investigado la restricción proteínica

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 condición. En el experimento, no observamos

diferencias en las concentraciones séricas de glucosa materna con respecto al control, esta

condición, probablemente pueda ser justificada, debido al incremento en la concentración de

insulina en este grupo, la cual puede estar mediando, la glucosa ingerida por los tejidos periféricos y

suprimir la producción hepática de glucosa, esto sugiere que la restricción proteínica materna
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genera adaptaciones metabólicas de la glucosa al final de la gestación. La hiperinsulinemia es un

hallazgo frecuente en el embarazo (158) y la resistencia a la insulina es responsable tanto de la

disminución de la lipoproteína lipasa del tejido adiposo, como el aumento en la actividad lipolítica del

mismo, esta condición resulta en el incremento en la síntesis de triacilglicéridos, lo cual genera

mayor AG y glicerol en el hígado, esto se refleja en las concentraciones de triacilglicéridos en el

suero, el cual se ve incrementado tres veces más que los parámetros 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, más del doble de la concentración normal que

presentan ratas vírgenes (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 período, los altos niveles de leptina no intervienen en la regulación de la

ingesta de alimentos (163). En nuestro estudio las concentraciones séricas de leptina estaban en el

rango de las ratas preñadas (3 a 7 ng/ml). Sin embargo, las concentraciones de leptina en el suero

de las ratas R en ayunas eran más 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 energía materno y el desarrollo del feto, promoviendo al

progreso de enfermedades de tipo metabólico, reproductivo y cognitivo en la vida adulta de estas

crías (5, 37, 38, 164).

La restricción proteínica materna, afectó significativamente la composición del hígado y glándula

mamaria, así como la producción de AGPIs-CL en ambos tejidos maternos. Una explicacion de

cómo la baja en proteínas (por tanto de aminoácidos) dietarias, afecta el establecimiento y

desarrollo de la glándula mamaria, durante la gestación puede ser que, la madre depende de los

componentes nutricios de la dieta, para desarrollar la glándula mamaria, dentro de los cuales la

fracción que mayormente necesita es la de proteínas (165), para poder desarrollar los conductos

lóbulo-alveolares y permitir la proliferación y diferenciación celular (96, 166) antes de la lactancia, si

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

la leche materna (167-169). Datos de Mayer y col demuestran que la baja de proteína en la dieta

afecta en el desarrollo de la glándula mamaria de la oveja y por tanto repercute directamente en la

producción de leche de estas ovejas principalmente en el tiempo de duración del calostro (170).

Nuestros datos muestran que la restricción proteínica, afecta el tamaño alveolar de la glándula

mamaria, específicamente de las células epiteliales y su proliferación, lo cual indica que el 50%

menos de proteína en la dieta, resulta inadecuado para el desarrollo normal de la glándula mamaria,
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pero también para el hígado ya que ambos tejidos presentaron menor contenido de AGPIs-CL al

final de la gestación, nosotros creemos que puede ser debido, a que probablemente no hay

disponibilidad de aminoácidos para la síntesis de las enzimas (desaturasas y elongasas)

responsables de la formación de estos compuestos o bien otra posible explicación, es que la

actividad enzimática, la cual, puede verse afectada, específicamente, en los mecanismos de

acetilación y metilación de histonas, que permiten la relajación o compactación de la cadena de

DNA para generar señales de activación o represión de las funciones enzimáticas, este pudiera ser,

la clave para explicar por qué no hay una adecuada concentración de DHA y AA tanto en el hígado

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 hígado 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 maduración corporal y cerebral del individuo

(76). En la restricción proteínica materna resultó de manera negativa la capacidad del hígado y de la
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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 restricción proteica materna severa (5% de proteína) durante la
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probablemente podría afectar el aporte normal de AGPIs-CL, al crío y tener consecuencias

negativas en el desarrollo de los tejidos fetales, en especial el cerebro y la retina (171). Cabe

resaltar que con esta investigación, no sólo pudimos corroborar lo antes indicado por Mercuri et al,

si no que se demostró, que los fetos de madres restringidas presentaban menor peso del hígado y

menor concentración de grasa tanto en el hígado como en el cerebro y este tenía menor contenido

de DHA (76), por lo que los cambios en el metabolismo de lípidos del hígado de la madre con

restricción proteínica, podrían predisponer al desarrollo de enfermedades en la vida adulta del

individuo, lo cual actualmente estamos analizando en nuestro grupo, en los críos provenientes de

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

de edad (que provenían de madres restringidas durante el embarazo), que tenían menor actividad
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que ocurrían cambios desfavorables en el establecimiento de la expresión génica de algunas

enzimas implicadas en el metabolismo de lípidos durante la gestación, ya que estos cambios se
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veían manifestados en la cría adulta, que provenía de madres con restricción proteínica durante la

vida intrauterina en la rata.

Finalmente durante el último periodo de la vida intrauterina de la rata (17-21 dG), se sabe, que está

determinado por el intenso incremento del peso corporal y del cerebro, así como los incesantes

ajustes fisiológicos de la neurogénesis, los cuales están altamente activos y sensibles a los cambios

en la nutrición materna, por lo que, debe existir un continuo abastecimiento de DHA de la madre a

su crío y este debe generar un depósito importante de este compuesto, así como de AG, ya que

durante los primeros días de vida extrauterina, serán de importancia vital para lograr la adaptación y

final maduración 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 último periodo de la gestación, está asociado, con el crecimiento final fetal y en particular

para la maduración final del sistema nervioso e inmunológico se ha establecido una relación directa

con las concentraciones de DHA (177). El cerebro es uno de los órganos con mayor composición en

grasa y su contenido en DHA es mínimo pero necesario para el buen funcionamiento de la

comunicación 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 comparación con las ratas control. Esto se correlaciona con los datos de

Burdge (81), en el que la concentración de DHA en el cerebro del feto a los 20 días de gestación de

madres con 50% menos de proteínas fue menor en comparación con los controles, las

consecuencias de estos cambios en la grasa del cerebro fetal por causa de una restricción

proteínica materna están siendo investigadas en nuestro grupo de trabajo, hasta el momento

podemos decir que las perturbaciones en la conducta de las ratas como ansiedad, insuficiente

motivación para la exploración y un déficit en el aprendizaje, pueden ser el resultado de esta

exposición a la restricción proteínica, en una ventana crítica del desarrollo, la cual no permitió el

adecuado progreso y maduración del cerebro, generando así 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 regímenes alimenticios durante la gestación y

lactancia, sin embargo, pocos estudios demuestran cómo es la calidad y la cantidad de la leche de

estas ratas que reciben una restricción proteínica y sus efectos en las crías de estas madres. El

presente estudio no sólo se encargó de analizar los efectos de la restricción materna en proteínas

durante el embarazo sobre los mecanismos de síntesis y metabolismo de ácidos 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

fracción mayoritaria, pero también la más modificable frente a un desorden alimenticio, así mismo se
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múltiples funciones durante la gestación, poco se sabe de su aporte, función y acción durante la

lactancia en el individuo y sus consecuencias frente a la restricción proteínica.

Durante la lactancia en ratas (38) existe una pérdida de peso después del parto y se inician diversos

ajustes metabólicos propios del periodo para llevar a cabo la lactancia. En el presente estudio

después del parto se observó una caída total de peso en los grupos experimentales y durante los 21

días 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 explicación

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 proteína y trata de compensar esta en la leche de su cría ya que el contenido de

proteína en la leche de los diferentes grupos de estudio no resultó diferente, en los días 7 y 21 de

lactancia, sin embargo, al día 14 el grupo R, tuvo menor proteína, lo cual resulta contrario con lo que

reportan otros estudios con restricción proteínica al 9%, ya que Oldham y Cols presentan menor

concentración de proteína al día 2, 4 y 12 de lactancia en ratas Sprague-Dawley y mayor al día 8

comparado con su grupo control, el cual recibe 22% de proteína (181). Tanto el peso al nacimiento

en las crías 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

restricción de proteínas en estos porcentajes no resulta perjudicial para generar diferencia en el

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

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

nacimiento, sino los cambios que se generan durante la vida posnatal (3). Nuestro estudio incluyó el

análisis de ganancia de peso durante la lactancia y observamos que el peso de las crías R fue

menor, tanto en hembras como en machos durante la lactancia. En ovejas restringidas durante la

gestación y la lactancia también se observa esta tendencia (170).

El análisis de la producción de leche se realizó de forma indirecta, determinando la ganancia de

peso materna (4h) e ingesta de alimento de la cría (1h) a lo largo de la lactancia, este estudio reveló

diferencias interesantes, al día 7 dL el grupo R fue el que mayor ingesta registró con respecto al C

pero al día 14 el grupo C duplicó su ingesta con respecto al R, ya para el día 21 dL el grupo C come

tres veces más que el grupo R. La producción 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 producción de leche está determinada por la mayor demanda de la cría (183, 184).
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Estudios de Pine y cols, refieren que el tiempo de espera de las madres sin sus crías también es un

factor que modifica el volumen y composición 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 número de crías y determináramos su consumo. Otra posible explicación puede ser

el desarrollo mamario de las madres el cual estudiamos desde la gestación y durante la lactancia, la

bibliografía 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 función de la

misma (94, 95, 170). En este estudio, observamos que el grupo R tiene un menor peso total en la

glándula mamaria y también un menor desarrollo mamario durante la lactancia, lo cual

comprobamos con el análisis histológico que hicimos, por lo que probablemente podría ser otro

posible mecanismo que explique, las causas por la que haya menor ganancia de peso de las crías

así como menor consumo. Cabe mencionar que aparte de la nutrición, también existen factores que

regulan la síntesis y secreción de leche a nivel celular y sub-celular, así como la regulación

hormonal, los cuales no se encuentran muy bien comprendidos cuando hay una restricción

proteínica materna, pero están siendo estudiados (185, 186).

La leche materna es el alimento que cubre todas las necesidades nutricias del crío, hoy en día

sabemos que la leche aporta cantidades importantes de carbohidratos, proteínas y grasas, los

cuales permiten al lactante crecer y madurar en sus órganos 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 composición

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 restricción proteínica durante la gestación y la lactancia se observó que el contenido de

glucosa en la leche al día 7, fue menor con respecto a nuestro grupo control, este resultado es

semejante con los resultados de Pine y cols. donde al día 8 de lactancia encuentran menor

contenido de glucosa en la leche (181) en el grupo restringido (9% de proteína). Un parámetro que

no sufrió cambios fue el contenido de agua. El mayor contenido de grasa lo tuvo el grupo R al día 7,

tal como lo reportan otros autores (170, 189) pero al día 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

fracción con mayor presencia en la misma y aportan el 70% de la energía total que requiere el

neonato para vivir (104), dentro de este aporte existe la presencia de los AGPIs-CL (190) la cual es

mínima pero esencial para el neonato, se sabe que el aporte de estos componentes resulta

eficiente, siempre y cuando haya una biosíntesis adecuada de ellos, tanto en el hígado como la
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glándula mamaria materna, es por ello que debe ser madurada y desarrollada durante la gestación,

para ello, como ya lo hemos mencionado dentro de nuestra discusión. La madre requiere de una

fuente adecuada de proteína y demás componentes nutricionales que favorecen el desarrollo

mamario, ya que al inicio de la lactancia será de suma importancia aportar estos componentes en la

leche, ya que permitirán al crío finalizar diversos procesos de maduración como lo es el sistema

nervioso, cerebro y retina (191). Este estudio demostró que desde el día 14 y 21 de lactancia las

crías de madres restringidas en proteína consumen menos DHA y al día 21 dL menos AA, por tanto

la falta de estos AGPIs-CL en la vida temprana de nuestro modelo experimental podrían estar

explicando los hallazgos que hemos publicado en la vida adulta de estas ratas las cuales

presentaron alteraciones en el aprendizaje, disminución de la motivación, incremento de la ansiedad

y una disminución en la exploración (179). Estos resultados observados en la progenie a nivel

conductual y aprendizaje potencialmente los hemos relacionado a la deficiencia de proteína en la

dieta materna en especial a la menor fuente de aminoácidos esenciales o también a la relación

ácidos grasos/lípidos necesarios para el adecuado desarrollo del cerebro durante estas etapas

criticas del desarrollo; lo cual conducen a efectos negativos en la maduración y establecimiento final

del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal.

La leptina está 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

concentración de leptina en la leche está determinada por diversos factores, los principales son la

secreción de leptina por parte de la glándula mamaria y la proporción adecuada sobre el volumen

total de leche producida.

Las concentraciones de leptina son más altas en los recién nacidos que en adultos (196, 197) a

pesar de que hay una menor proporción de grasa en el cuerpo inmediatamente después del

nacimiento (197). En el análisis que hicimos de las concentraciones de leptina a diferentes edades

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

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

de leptina alrededor del día 10-14 este aumento se ha relacionado directamente con el papel central

en la maduración del eje hipotálamo y centros del apetito (198). La leptina de forma exógena por vía

subcutánea 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 críos 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 sólo por la gestación deficiente sino

por el nivel de nutrimentos disponible durante la lactancia. Otro análisis que hicimos en nuestro

estudio es determinar el papel de la leptina durante este periodo. Nuestros resultados indican que

no existe una correlación entre las concentraciones de leptina en la leche y los niveles séricos de

leptina en la cría, lo cual podría tener un importante papel en la conducta de succión del crio

demostrando así que la motivación por succionar no está 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 correlación que hicimos entre la concentración de leptina sérica del crío 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

administración 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 exógena donde ésta no modificó 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 fisiológicas de leptina administrada durante la lactancia tienen efectos anorexígenos, sin

afectar la ganancia del peso corporal de la cría (192).
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12. CONCLUSIÓN

Con base en los datos obtenidos podemos concluir que el costo proteínico de la gestación,

afecta la biosíntesis de los ácidos grasos maternos, el desarrollo mamario y probablemente su

función, lo cual afecta directamente en la composición de AGPIs- CL en el cerebro de los fetos, esto

probablemente repercuta en los procesos de maduración y desarrollo del sistema neurológico,

corporal y visual de la cría en la vida posnatal y adulta, teniendo efectos en la respuesta motora,

conductual e índice de aprendizaje de la descendencia.

Durante la lactancia el menor contenido de grasa total y AGPIs-CL en la leche, pero además la

menor producción y el menor consumo por parte de la cría, son resultado de madres restringidas al

50% en proteína en su dieta, esto influye negativamente en la ganancia de peso y desarrollo de la

cría, lo que posiblemente predisponga a la descendencia a desarrollar enfermedades en la vida

adulta directamente vinculadas con el síndrome metabólico, resistencia a la insulina, hipertensión,

obesidad y daño cardiovascular, por lo que un buen estado de nutrición en el momento de la

concepción 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 vitamínicas

aumentan debido a la formación de un nuevo ser, por tal motivo se propone una alimentación

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

en la práctica de esta, se verá reflejado en la salud física y emocional de su descendencia.
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APENDICE 1.

Procedimiento para la elaboración de dietas experimentales.

Los reactivos utilizados para la elaboración de las dietas se enlistan a continuación:

Caseína 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
H&'
��������
�(�����$����5��
Almidón de maíz de Droguería Cosmopolita S.A. de C.V
Glucosa Anhidra de Droguería Cosmopolita S.A. de C.V
Aceite Comestible Puro de Soya Nutrioli® de Ragasa Industrias S.A. de C.V.
Azúcar refinada de Great Value®

La dieta fue elaborada de la siguiente manera

1. Se pesó según la formulación mencionada en el texto, la cantidad correspondiente de cada
componente por separado usando la balanza analítica Sartorius® ED623SCW así como la báscula
EURA® 2000/100 (cap. máx.=100 Kg y d=50g), según la sensibilidad requerida en cada caso.

2. Se pusieron todos los componentes sólidos 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 últimas en incorporarse).

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

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

6. La dieta se almacenó en bolsas de polietileno opacas, por lapsos no mayores a un mes en un
cuarto frío de 4° C.
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have becn SlUdied in rnólny dift'e rent models . A v:lriely of 
growth. endocrine Hnd c¡¡ rdiovascular phenolypes resuh frorn 
nUlrient reslriclion in dift'crenl dc"elopmental wi ndows. Peri -
11:11:11 malnutrition predisposcs to o ft"spring obesily in adult­
hood by changes during Ihe developmettl of central neural 
p:llhways medialed by regulalory meclwnisms including leptin 
(3). Rapid caleh-up growlh afler early growlh rcslriclion 
increascs Ihe risk of dc"eloping olx::sity ltnd cardiovaseul:lr 
d isease in later life (4.5). 

Orle of Ihc 1110SI importanl neonatal f¡lclors involved in 
de\'e loprnetttal progratlltl1ing is Ihe adequacy of nUlril iolt duro 
ing Ihe lacliltion periodo Breast feeding decre,lscs Ihe risk of 
obc.~ i l y in laler childhood (6). M:my fac lOrs inctuding matcr· 
rt:ll mil k composition. energy conten\. and quantity rnay in­
flu ence fUlure appelilc COttlrol. BreaSI milk conl:lins lcplin (7) 
a hormone produecd alld sccretcd in a variely of tissues. 
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predominam ly by adipocytes (8) which regulalcs food int:lkc 
and energy expendilUre :11 lhe hypolhalamic le \'e l in adult 
:mimals (8.9). Circulal ing Icvds of leplin corrd :lte positi vdy 
with Ihe amoulII of fal stores (10). Duri ng Ihe firsl days of 
posln:J I¡¡llife. leptin levels :Ire highcr Ihan lhose obser"ed laler 
in de"clopmcnt ( 11 ). Several studics have dcmonstraled a 
surge of lePlin around poslnatnl days (PND) 10- 14 in Ihe mi 
( 11). This surge has been corrcl:lled with maluralion of Ihe 
central nervous meclKlnisll1s Ihat reguhlle appetile in later life. 
Leplin also seelllS to plny n kcy ro le in progra1111l1i ng Ihe 
slrue lUml and fU llelíonal dc"elopmem of hypolhal,ltll lc orixi­
genic and :lnorexigenie ecnters in the carly post natal periodo 

\Vc have dClllons lralcd Ih,lI malernal prolein reStricliOIl in 
the ral during e ither pregnancy or laclal ion alters postnatal 
g rowlh. appelilivc bcha" ior. :tnd lcptin concentralions al 110 d 
postnalal age ( 12). Thc de"cloplllenlal progmrnming ctl"ccl" 
on pups :lre dependent on otl'spring sex :md Ihe period of 
exposure 10 undernulrition. Te ixeiru 1"/ al. h:l"c shown 
ch¡¡nges in Icptin conccnlr<ltion. during 1:ICI:llio ll. in pups 
whose mOlhcrs were exposcd 10 prolei n or e llergy restriction 
( 13). In contrast wilh our reported datn (12). Ihe leptin serum 
eoncenlralions after wC:lning were ullch:lIlged. This disercp­
ancy eould be explained by di lTcrenees in ¡he li!ter size 
relaim:d duri ng suckling in Ihese s ludies . 

Lill le allention ha.~ bcen gi"en 10 how Ihe "arious nUlrient 
rcslrielion regi rnens altcr quanti ly :lIId qualil)' of milk :I":li l­
¡¡ble during 1:1Clation. Associaliolls havc bccn published be­
Iwecn ollspring wciglll. o flspring growlh. :lnd milk leplin 
conccnlrtltion (14). However. in :Iltricial spec ies wherc Ihe 
e:lrly postnnlill leptin surge plnys n critical role in Ihe 1ll:1IU­

ration of appeti1i"c ecnters in Ihe brain. it is imponant to 
delermine whclher the leplin respons ible for Ibis key malUr:r­
tion,,1 function is of fet:1I or materna l origino 

\Ve e"alualcd Ihe effeels of feeding an isocalDrie low l)fO­
tei n dicto during pregnaney and/or laetation. on mil k quant it )' 
and milI.: lepli n concentr:llíon availab1c 10 pUpS :lI PNO 7. 14. 
and 2 J 10 delermine whethe r Ihere is any correlat iDn bclwecn 
nconat:11 serum leplin eonccntrations with milk leplin concen­
Ir,llions and lotal mil k leplin providcd to Ihe pups on neonalal 
life in tnc ral. 
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and Progeny Serum Leptin Concentration and Appetitive 
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A BSTRACf: Suboplirnal devt'loprnt'ntal ellvironrnems prograrn 
oflspring 10 ILfelong IllClabolie problerns. \Ve ev:llualed etleels of 
rmuemóll isoca[orie low prolein diel during pregnancy :rndlor [al·la· 
lion on milk qu:uuily and leplin eoneelllr.llioll al póMmH:11 day 7. 14. 
lmd 21. Control 1ll00henl me 2~ casein (C) ¡¡nd reslriCIOO mOlhe,," 
(R) 10% easein 10 provide four groups: Ce. RR. CR. aoo RC (fi!"S1 

leller pregnaney and second laclalion diet) !O cnable evalualion of 
efrecls influeneed by m:llemal diel during pregnil lley and laelalion. 
Milk leplin was nOl a cklCrminallt of pup serum leplin. Ptlp S/"'rum 
leplin did nOI inhibil milk appelile al any poslnalal age. Pul) scrum 
leplin dir.l !11>1 eorre[:i!c wilh pop :rdiposc Ihsue. Finally. Ihe lIoml~J 
posllI:tlal leptin nre in pul' scmm W:lS del:l)"er.l by prenalal undcmo­
Iril ion. These d~ta 5U~c.-.1 lhat fel:!l nUlrilion modifies limillg of 
neon~llll kpli n surge ¡¡nd may eomribulc 10 lhe developrnenl or 
alu.'red appclitc and meraboJic disorders in l:l1CT life. (/'Minlr Res 63: 
358-363. 2(08) 

H uman epiderniologic ( 1) and experimental animal sludies 
(2) have shown Ihal suboptimal environlllelllS in Ihe 

womb :lIId during early neonat:\1 life alter growlh and prcdis· 
pose individuals 10 lifc long heahh proble rns. Enccls of ma­
ternal IIlllricnt reslriclion during prcgnancy andJor lactalÍon 
have been studied in many difl'erenl models . A variely of 
growlh. endoerine ilnd eardiO\'3scltlar phenolypcs rcsuh from 
Ilutrient reslriclion in dia'erenl developmellla l windows. Peri­
natal IIInlnulrit ion pred isposes 10 ofrspring obesily in adult­
hood by changes during Ihe development of cClll ral neural 
palhways mediilled hy regulatory mcchanisms inc1uding leplin 
(3). Rapid c:uch-up growth afler early growlh rc.<;lriclion 
im:reases Ihe risk of developing obcsity and cil rd iovascular 
disease in later life (4.5). 

afie of Ihe fIlOSI import:lIIl neonalal r:lClOrs in\'olved in 

de\'e loprnental programrning is Ihe adequacy of nutril ion dur­
ing Ihe laclalion period, Breasl feeding deere:lses Ihe risk of 
obe..~ i l y in laler childhood (6). Many fac tors including maler· 
nal mil k composilion. energy conlcn l. and qllanlily may in­
fluence fUlure appclilc COntrol. Brea~1 milk eOlllains leplin (7) 
a hormonc produccd and ~ccrctcd in ¡¡ varicly of lissucs. 
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predorninantly by :ldipocyles (8) which reglllales food intake 
and energy expenditure al lhe hypOlhalamic level in adu lt 
:lIlimals (8.9). Circulating levcls uf leplin corrclale posili vcly 
wilh Lhc amount of fal slores ( ID). During Ihe tirsl days of 
poslnatal1ifc. leplin 1cI'els are higher Ihan lhose obscrved later 
in dc"clopmenl ( 11 ). Several sllldics have uemonslr:lled a 
surge of leptin arollnd poslIlat:tI d:lys (PND) 10-14 in Ihe ral 
( 11). This surge has bccn corrclaleu wilh lIlalural ion of Ihe 
central nervous mechanisllls Ihal regul:He appelile in later life. 
Lcplin also ~elll ~ 10 playa key role in program rni ng Ihe 
slOlclural and fUllClional de\'eloprnent of hypolhalarnic ori" i­
genle and anorcx igenic cenlers in Ihe carly poslnatal periodo 

\Ve have demon"lraled Ihal m:lIernal prOlcln rcslriction in 
Ihe tal uuri llg e ilher pregnancy or laclal iOIl alters postnal:tI 
growth. appclilivc behavior. and Icptin coneenlralions al 110 d 
postnalal age ( 12). The de"c1opmenlal progmrnming e!l"ecL .. 
on pups :Ire depe lldcnt on ofrspring sex and Ihe period of 
exposure 10 undernulrition. Teixeira 1.'/ al. ha!'e shown 
changes in leplin cunccnlmlion. during 1:lclatiofl. in pups 
whose 1ll01hers were exposed 10 prolein or energy restriction 
( 13). In contrasl wilh our reported dal;r (12).lhe leplin serum 
concenlralions after wcani ng were unchanged. Th i.~ discrep­
ancy eou ld be explained by dilkrences in Ihe liuer size 
reta ined during suckling in Ihese Sludic.<;. 

Unle 3nention has becn givcn 10 how Ihe various nUlrienl 
restrie lion regi mens alter quanti ly :lIId qualil)' of rnilk 3vai l· 
able during laclation. Associalions have bt.'en published be­
I\\'cen oll"spring weigh1. offspring grO\\'lh. and lIIilk leplin 
conccntration ( 14). Howc"er. in nltricinl spccies \\'here Ihe 
early postnatill leplin surge plays .1 crilic:l1 role in Ihe matu­
ration of uppcti live cenlers in the brain. il is importanl 10 
delermine \\'helher Ihe 1cplin responsible for Ihis key mUlli r¡¡· 

lional funcl ion is of fet:tI or malernal origi no 
\Ve e"alualed Ihe effeels of fecding an isocaloric low pro­

tcin dicto during prcgnancy andJor laclalion. on milk qu:uII Íly 
and milk lepti n concentr¡lIion available tO pups al pND 7. 14. 
and 2 1 10 determine whelher Ihefe is any corrclalion betwecn 
neonat:11 scrum leplin concelllralions \\'Ílh milk leplin eoncen­
Iralions and 10lal mil k leplin provided 10 Ihc pups on neonatal 
life in Inc ral. 

Abbrf.¡"llolL" "NO. p<».In:llal <la)': C. OOOln)l; K. ,...,.rrLcII'tl 
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M ATF.: RIAI.$ ANO METH O OS 

Cor~ ol/d moil/wlal/u O/ OIl;IIW/s. AH proccdures "'ere apfJfO"cd by lhe 
Animal Expcrimr:nlaliOIl F.lhks. Comminec of lhe ~[nl itulO Na,;ion:tl de 
Ciencia, Médicas y NUlridoo. Sah'ador Zubir:ln" (INC1>INSZ). Mexk~). 

Dclail~ of malem¡tl die!. bn:cdinll' and managemenl o f lhe lour gmups of 
utrSprinll have ~cn publi~hcd in (\ctail (15). Briefly. moIher; were virgin 
remale albillO Wistar r~l~ agcd 11 !: 1 wk and wcillhing~.w !: 20 g.. obIaincd 
from INCMNSZ. r"i:m:tle rm, ",ilh rellubr c)'de, were mainlaincd 011 Purina 
Lahol'mory Chow 5001 and undcr c'l<llrolkd ligllting (lillhL' on fmm 7;00 ,,~L 
10 7:00 L'M al 22- 23°C). 

Female 1'.lb ",ere II\;1K'!l ovcmighl with prun:n male brc<.'!lers aoo lhe day un 
"hiclt spcrnW()IJ}¡[ wrn: p".'senl in a "aginal ,mear was design.l1oo u,. lhe da)' uf 
C<'IrICl'pliOfl. dayU, Only rru., "hich ,,'ere pregnam wllltin 5 d of imrodUl1Í01'1 Ofllle 
malc w~ maincd in the SlOO)'. I'n:gn:uu ntIS were tl";Ul$f~d 10 iOOi,'idual 
tne1abol", ,:ages aOO allu,:mro at ranoom 10 1_ of hn) gNUP" 10 be red eilhcr a 
2()',f- case;n (conlrol diel-C¡ or loo, ca...:in i-.oc:tJoric diel (reslricled diet- R) 
1[6). l'ood and wall't " .... re avaibhlc ¡ul b'bilUl1I. 

Food was fJfOvided in tm- fOfm 111' flal bi:.cu;lS. wllieh wcn: rel3incd bdliOO 
u grill lhroogh "hieh lhe I'Jt, nibbkd lhe footl. On ro)' ~O Pil'>1l'Onception. 
pn:gnanl r.Ll, \\'ere lr.ln,fem:d 10 normal cages 10 OflIimal comlilion, for 
delil·cry. "hich ocruffi'<l in lhe carty da)lighl hours bel\\'een lUlO "" aOO 
noon un poslc'Ooccptual da)' 22. Day of <ldil'cry was l'On_,itkred a, day O of 
poslllilt:tllifc. 

Malem,¡[ "eighl. liller si~e. and pul' weighl ,,~re reconled al birth. 
Allo-genilal di'lance "as mca..ull'd willt calipeL'<. Aé'l.'OrtlinlllO 001' publi,11Cd 
""la (12). SC~ " 'as judged ¡¡¡:cortlin!,' 10 "helher Ihe ano-genilal dislancc "'lIS 
les, (female) 01' grealcr lh,Ln (male) 2.5 mm. To en,ure Itomogeoeily uf MIL<ly 
,ubje;:b. lille ..... uf "..cr 14 pup" or les~ IMn 12 pups. "el\' nOI includcd in lhe 
'lUd)'. Lil1crs of 12- 14 pups "Cl't' adju'led lO 12 pUj>' for coch mOll1l'r "hile 
mailllaining a~ elosc: (O al: 1 sn mlio a' possible. f ool' groups " 'ere 
c'lablbhcd: ce io "'h,,,h Ol<,.her< Iha! recci,·ed (he wnlrol dict <luring 
pregnanl:)' l'Olll;nuw 11.1 be red lIle cOlllrol diel during 1ai.1:1Iion: RR in "hielt 
nlOlher.. Ihm had n:cc;'·oo lhe reslrklcd <liel during pregnallc)' oomillut:d (O 
n:ccÍ\e the reslriClcd diel during laC1alion: C R il!" hich molltrn; Ihal recci,-cd 
the ~unlwl <líel <luring "",gnancy rel;ei~cd lhe rewitlcd diel during laclalion: 
aOO RC in "hich ulOlhc .... lh~1 recoeiwd lhe reslncled diel <lurillg pregnaoc)' 
"'ere pro,idcd "ilh 1m- ronlrol diel during laC(aliOll. Afler " 'eaning (PND 21). 
all pups \\'ere red wilh C diel. 

Exprn·",r,,1 l . T"'enlY'l"'o mOlhcnJliucr<: CC (" - 5: 5.6 !: O.J malel 
1iucl'. 6.4 :!: 0..1 femaldlil1er). RR (11 - 6: 5.5 :!: 0.5 maldlillcr. 6.5 :!: 0.5 
fcmaleJlil1cr). CR (n - 6: 5.3 :!: 0 .7 maleiliuer. 6 ,7 :!: (l.7 fcmaleJliuer). and 
RC (,J - 5: 6.1 :!: 0.2 lIIakililler. 5.8 :!: 0.1 femaleilillen "'en: Slu<lie<l for 
malem,tl mil~ ]ll'udUl'lion and pUl' milk illlake. R:m<lollll)' (wo male alld 1"'0 
femak pups per liuer "'ere used 10 dclCl1l1inale ca,,:as, rompooel11'. Pre!im­
iLlID)' anal)',;s ror diH'eren('Cs occording 10 lhe sc" of the pup re,·ealcd no 
diffcrence. aOO Ihu, all dala "ere pooled. 

Exprrimrm l . Eighl)' n101hcrs ¡md lincl'<. ti .. 5 for groop pel' age "'ere 
u"ed lo '1Ody malernal rnil~ ami pUl' "",,,mI kp,in c".,\:entralion,. Randomly. 
1\\'0 maJe and lwO f~male pu[l'>lliuer per age "en: u:.cd for !;('(Um leplin 
<lclenninalion ",hit lite nception of offsprinll fmm PND 2 in "hich 011 lile 
pups fol' cad ...:x per lincr (ti = 4-8 po"",sc~ ) \\'ere used ami (he ,amplClo 
poned. No.;;e~ <lilfcnmces "ere foond in !;('rum !epl in aL Ihis age. lheref(/rc. "e 
a,.erugcd maJe and remale d~la. 
Mt'UU~J'Jflll o/ JJJo/t rl/O/ milI; prod¡lflilm I1ml pup milI; ;1I/111;t, Al 7:00 

")1011 PNI) 7. 14. aml1 1. pups "'ere remo"cd fwmlltc n"lIhen> for J h during 
",hich mOlllers al~ ¡II/limm", "Itercas tite PUP" d id nOl feed. Pups "ere 
!abclcd 011 Ihe wil "ilh:t pennancll1 ul,lrkr. MOlhe .... "en: "'eighL-d al lIte 
bcgioning and cml of lhe J ·h periodo Pups were "'cighro indi"idually ¡mme­
dialely bl:fore Ihe)' "-ere n:lumcd 10 lhe n1011>crs and again 1 h later. 

A, <li<;eu,toed bel,,\\'. ltl\! cxcellcnl correlalion bel"L'en Ihe incrcase in 
mmcmal antl JlUp weillhl " 'a, uscd 10 jU'lif)' approximation of malernal 
wcighl gain 1<:1 mil~ producli.m . Kc!ali'-e milk int3~C "'as calculalcd rwmlhe 
absolUlc food imakc/pup body " ·cight. 

M f I1S''''f'mt lll ¡,/ milk /f P/;/J CO'JCfIIIrUlitm. Milk "'a~ obtained on PND 7. 
[4 . and 11. Pups "'cre ren\(,,·cd fmm .he 11L(UhetS for J h afler ",hich lhe 
mothers recco;l'cd 0.8 U oX)'locin (i p) aOO rnilk t"pn:o;scd 15 Lllin lalCl". 
S:lmplc, "'«re ' ·Of1exed. divided in aliquoh. and rrm.cn al - 20"C unlil 
analy;;;'. Milk samplc, "'ere IM"l-d al 37 C 311d ,·ortCXL'!l "igomu,ly befO!\: 
pipetting 111 cnsure ~lIplc uniformity. ~ t jl~ "'pt;1I oonceLllmlion ",as do.'lcr_ 
mined b)' Klt\ u,ing a commcrdal mI I..il fmm Linco R<""an:h. lne. "ith a 
deletelion limil 0.5 nglml. u,ing 100 ILL s,lmple, ,i-re. Milk ,amplc~ " ·ere 
a"'I)'ed in dupli"'le. 

M fOS"" ,JJfIlIO/p"p sUIlmlt pli,J (OllU /Jlrlll io lls. Al 7:00 "" un PND 7. 
14. nnd 21 PUPS ",ere reOlOvro fmm lhe moll1ers for J h durinll "h",h pups 
did 1101 fced. Wc obtuioed all samplt:., fmm I'JI" in Ihe fa,lcd SIUIC 10 awid 
leptin variali"n. OIr'prinll uf 2 d ofage "ere nut ,ub;""1ed lO ra,ting.lkl",cen 

11 :00 ")' and noon. pups ,,'ere rapi<lly killed by (k'(:apit:LIi"n u,ing a rOOcnt 
guillotine (ThoLII:l' Scicnlifit:. NJ). Trun~ blood \\'a~ C\llIe':led inlo polYClh­
}tcne lube, und allo",ed (O dO!:tI 4"C for I h . Blood s,lmplc, \\"ere ccmrifuged 
al 1500 g f01' IS min al 4°C. Serum s:tmplcs "cre kepl al - 20"C umil ass:tyed. 
Pup «,rullll~ptin c"ncemralion, \\"ere dclenlliocd by RIA u,ing a comni<>rcial 
r'JI kit (mm Lint:iI Rc<carch. lne. r",ch >c:rum ..:tlllple \\"1" assa)'ro in duplicale, 

COTCaJJ compollt l/ls 1f00·to-p'tH~;n ratio). Al 25 d of a¡;c, mi, " ·crr 
"'Jpidly killed as dcso;ribed abo"e and ~cp1 frn~n io ,mall pl,tSlic bags uo,illhey 
"ere analy .... 'tl. Hcad and ¡;a,lroinl~inalll'.K1 ,,!.'re di",'anl..-d rrom pups and not 
includcd in lhe an.l1),i~. Aflcr weigllittll (\\'el \\'ci¡;lll). eaclt can:ass ",as choppcd 
imo srnall pim:s. placxd in a wll'd~.d;cr aOO dricd al 6O"C 10 ~'OI1S1am \\'cighl. 
TIlc wciglll IosI is c'Or"iden.-d 10 be "'ale'!' "-eiglll . TIlc <lrieU ('ar'('asso ,,-ere 
groooo-U[I alld ruiqUOh Wen! la~(II. F;¡l "~l) dclenllincd ¡;r~\'illlelrically. e\'apo­
rulin¡; lhe """-cm from an aliqu<1I uf lhe hcxane-i'<lp1UlXtllOl c.\lracI by Soxhlcl 
mcthod aOO 1000lni1rogcn b), Ihe Kj.:kL1h1 mcthod ( 17). 

S/ol!stiralo,llIly fi>'. Dala rrom animals ",ilhin lhe li ller \\'cre a"cragcd and 
anal)',i, performed onl)' on number uf lille ..... AH dma nre prelKnlcd a, lh;: 
'oc~ns ;!; ~wmlarll CITOt' oflhe mcan. Slüli,lical anal)',i.' \\'as pert'ot'rncd using 
ANOV t\ follo\\'ed b), Tukc),', leSI. Unpaired IleSl ",aS also u-ro 111 mmpare 
male and female <lal a. Malcm:ll milk produl1iun. pup milk inla ke. malcrnnl 
aOO pup ..crum lepein. aOO pUl' bod)' " 'dghl com:laliun, \\'ere ca!cul;¡ll"ll u,;ng 
a Pcarson c~lalion.11 < 0,05 "a, Cún,iden.-d signifkattl. 

RESUL; rs 

Malernal bmly weigltl. r abie I shows malernal weiglll . 
Thcre wcrc no ditTcrcnccs bctwcen Ihc groups on lhc day of 
deJivery. r he maternal wcight data 0 11 the day of binh lack 
prccis ion bccau$C of the irregular liming of dcl ivery re1alive 10 

Ihe lime al whieh Ihe dams were wcighcd. lhererore. dala al 
birth are provided 10 give an appTOximate weight atlnc Slarl of 
I:lclalion. AlIhough malernal weigh¡ showed a [cndency [ O be 
lower in RR and C R compared wi[h Ce. lhe diflcrence was 
only s ignifica nl on P N D 14. 

M i/k pmd llctiuI/ al/d leplill cOllcellfm l iol/ . Malernal mi lk 
produclion was lower in RR and C R and was highcr in R C al 
P N D 14 ¡¡nd 2 I (rabie 2). CC milk ICPlin concentra[ion was 
not difierenl al Ihc ¡hree <Iges studied. RR mil k 1cp[in coneen­
tralion was highcr al P N D 14 lhan :11 P N D 7. C R mil k Icptin 
conccntnl[ion was higher al P N D 21 Ihan al 14 "nd higher al 
P N D 14 Ihan 7 and milk leptin concentration in ¡he Re group 
\Vas highcr al P N D 2 1 lh:111 P N D 7 (rabie 2). Milk leptin 
conee1llr¡¡ lion was higher in Ihc CR group ¡han in Ihc CC. R R . 

and Re groups al PND 14 and 2 1. and highcr in Ihe R C grollp 
Ihan in lhe ce grollp al PN D 2 1 (Table 2), 

Pup l'erlllll ¡epli" . For C C and C R groups. Ihc highest pllp 
ICPlin conccnlr:'lion w:.s al P ND 14. In conlraSI. in RR and Re 
Ihe highesl \Vas obscrvcd at P N D 2 l . indica¡ing a delay in Ihc 
leplin peak OCCll lTCnCe in :l1l imals which wcrc undcrnOll rishcd 
prenala1ty (Fig. 1). A[ P N D 2. lhere wcrc no dific rcnces 
among grollps in pup scrum Icplin. Al P N D 14. RR and R C 

had lo\Vcr lepli n v;Ilucs in comparison wi¡h lhose in CC. Al 
P N D 2 1. leplin valucs in RR \Vere higher [han in ce and e R. 

T:lbl(' 1. M(IIenw{ /J(I(~\ ' lI'l';ghl dl/riJ/8 /(U'wl;on 

wcighl (Il) CC In - 5) RR (n - 6) CR ('1 - 6) RC Ir! - 5) 

Al binh 281 :!: 5 283 !: 7 285:!: 22 214 !: 7 
7d 2':)1:!: \6 288:!: 5 273:!: I~ 286:!: 9 

IJ d 314:!: 7 279 :!: 8- 253 :!: 10- 29J !: 6 t 
11 d 323:!:: 9 307 !: 16 288:!:: 20 310:!: 11 

~hl~mal bud)' wei~hl al binh and during 11I':lali"n (poslna!al da)', 7. IJ. 
uOO 2 1) in Ihe J group" eXp!)"ed 10 differen( diel~ during pregnJncy ,md 
laclati"n , Mean :!: SEM ./, < 0.05 •• ,·s. CC: t ")'. C R. al lhe ..ame IIg~. 
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MATt:RlAl.$ ANO ¡IoI t:TtlODS 

C(!r~ fmd m¡¡;lIIf'WIIU ¡¡! fW;"W/s. AH proccdu= ,,"en: aplJfU\'cd by lhe 
Animal E.\perilT"'nlali(m Elhi,~ Commillcc of lhe -[olilUlo Nacional de 
Cj,)rICi:l~ Médica.< y Nulri.:;oo. Sah'~dor 7..ubir:ln·· (INCMNSZ). Mcxim. 
Oclail. of malemal diel. hn:roing. ami managcmem or lhe four group~ or 
olfspring ha"e ~"n pulJli.hed io detail (15). Briefl y. mOdlC1"'< wen: \"i'l:in 
fcm"Je albillO Wisrar r~l< as~d 11 !: 1 wk and weighing ~.¡() :!: 20 g. obl:lillCd 
from lNCMNSZ. Fem~k rm~ "irh regubr cyde, we~ mainlained O<l Purinfi 
l..:lb<lr:ll0ry Cho"" 5001 and under comrolkd lighring (lighL' on fR¡m 7;00 .\M 
107:00 1':<' al 22_23°C). 

r ..... male r,lb ",ere maled ovemi¡;hl wim rru,-en mal" brc..,dc:¡s and lhe <1:.) on 
whieh .\{lermalOlila were pn:scnl in 11 ''lI ¡;i n~t sOlear " 'as dcsignaroo as lhe day of 
<"O!lCl'PI'OfI. dayO. Only rru., "hieh ,,-ere pregn.1m wilhin 5 d of imrudut.1iun oflhe 
male ,,~ m.;U1l\.'<l in lhe ",..,jy. I'n:gn:u\l mIS wen: Ir;m,fem-d 10 in¡Jiliduai 
mCI:b.,l ic '~.gL'<:rOO 1I1kJo.",lcd:Jt r:tndom 10 ollC ur 1"'0 grtJUjl'> lo "" fro ei!hcr 3 

2(lI;f. easein (conlrul diel-C¡ or lorÑ l""'oCin i"o,::IIOOe diet (=1ri<.1ed dict- R) 
( lfl ).I'ood nnd waler 10. ... "' nv:tibhle ¡ui UbilUlII, 

I'ood wa$ IJfU"ided in the f0I'111 nf flm hiscuilS. wllich w~rc fel3incd ~I!ind 
l' ¡¡rill lhrougl! "hiel! lhe r~h nibbk'<llhe food. On day 20 p<)'1<'OoccpliQn. 
pn:llnam 1':11, were tmn,fcm:d lO nom,a! eages 10 Of>1imal coooition, fQf" 
ddi,·ery. whi~h occurred in the ~:lfly da>hgln hou1"'< beIWe.-O lUlO " '" and 
noon 00 poslrooccplual day 22. Oay of deli"cry "'as eunsilkll'd ~,day O uf 
1lO'1nim,1 life. 

M~leml,1 weighl. liller si .. e. "nd pU(J \\eighl "~re ,""corded al hinh. 
AlIo·~enilal di'lance .. • .. IIS measull'll "irh calipe1"'<. Acrordin~ 10 OUf publi,hed 
d¡Ha (12), scx was judged accordin,g 10 "hellk'r lhe allO-¡;e11il~1 di'lance "'as 
I",~ i female¡ or gre~ler lh l.n (male) 2.5 mm. To en~urc llomogeneily uf ~ludy 
,ubje.:t~ . lillen,. uf owr 14 pup'. or les:, thun 12 pups. were not included in lhe 
,tudy. Une", of 12- 14 pul'" "~n: Itdju,lcd 10 11 pup' fm cach mOlller "hile 
main1ainlOj; as dOS!: 10 al: 1 SC~ mIlO as po..sible. Four groups ,,"cre 
e'tabli,hed: ce in ,,"hieh n1<~her< Ihal rccei"cd lhe oomrol diel ¡Juring 
pregn:mc)' mnlin"i!([ 10 b<' fed IIIt: t',mlml diel during ta..1all,m: RR in ",hieh 
mothe", Ihm hOO n.'1.."CiH'Il lile rcslrielcd diel durinj; p",gnmlCy ~"{Inlinucd 10 

I'I:<.."C;''' tllC rc~rric1<:d liiel during laclalion: CR in "hieh nlOlhen; Ihal rccc¡'ed 
the cumml diet during pn:gnancy re~",i\'ed lhe r\!,trktcd dicl during laClation: 
aoo Re in "hieh 1110111;: .... Ih:n reL"Ciwd lhe r\!<lricICd diel dllrin~ pre¡:nam'y 
were pro\ided "ith thecon lroJ diel during !aclation. Arlcr " 'eaning (pNO 21 ). 
aU pupS ,,"ere fc:tl ,..ill! e diel. 

EX¡Hn'",rnl l . 1"""em)'·I,,,o nlOlhersllincr.;: CC (ti - 5: 5.6 !: O.J ma1el 
liner. 6.4 ~ OA fcmalelliner). RR (ti .. 6: 5.5 :!: 0.5 malcllincr. 6.5 :!: 0.5 
fenllllcJ1iner), CR (I! - 6: .'1.3 :!: 0.7 ",alelliuer. 6.7 !: n.7 fema lcJ1il1er). and 
RC ('1 .. s: 6.2 :!: 0.2 mal,'lIiuer. 5.l! :!: 0.2 fem:r.lcll illNI were 'ludied ror 
m~lem;,1 milk llI"OdU¡;lion und pUl' mi lk inl:l k~ . RllmJomly lWu male und tWII 
ftmak pups per Jiu.:r "ere lI...:d 10 delcm,inalc can."" compone nI,. ]'n:lim­
inary an:r.ly,is for ditl"e ...... n,.,.s ocC()<'(lin¡; tO tllt .-ex of the pup re,'caled no 
dilfen:nce. and ¡hll~ al! dala were poolcd. 

Expt'rimf lll 1. Ei¡;hl)' 11101hc .... Imd lille .... . '1 .. 5 for gmup per age " 'ere 
u,..,li tu 'Iudy n\.alcmal milk alld pUl' ""ro", leplin co.>ccmralion,. R:r.noomly, 
t"'O maJe :r.nd ¡WO femule pu¡Wliuer per age "ere u..ed for Sl'rom leplin 
dclcn11inal¡on ",i1h lile cxceplion of olf.prinll fmm pNO 2 in "hieh oll lhe 
pu¡w for each .ex per lincr (,r ~ 4-8 ~lj»I'l:X) "'ere u.'>Cd aoo lhe .am(Jlcs 
polled. No -;ex dilfen:nce.< "~'I'C fOllnd in Serom lepl in m thi~ age. thcn:fore. "e 
3"era¡;cd mule and female dula. 

Me¡nurt'lIIrlll o! III(J/~rt/ol milk Prod¡/cli<m 01111 pl/p milk ;1II0J.:f. Al 7:00 
.\,' (In I'NI) 7. t4. aoo 21, PUPS wen: n:n>O"cd from ,he m'K"'-'", fu .. 4 h during 
which n>ollle!") ale (ullibiWIII ",twrcu, tllC pu~ did nOI fe.-d. Pul'" "ere 
lallekd 'm Ihe wi l "ilh a p;:m.:mc1ll n1.1r~cr. MOlh ....... ",'re "cillhcd al lhe 
bc:ginning and end of lhe J ·h periodo l'upS were "ocighed indi"'idually ¡mlllc, 
diately brfon: ¡hey "'en: "'lumed ti) lhe nlOlh<'[') a11d again I h later. 

A, di",u,..ed bch"" . lhe eX<'clknl Com:lálion bclwe.:n lhe increa...:: in 
n,ulcm;¡l aOO pUl' wciJ;hl "as u.;cd lO jU~lify appro~in13lion ()f n.alemal 
wcigh¡ gain 10 milk prodUClion. Kclali ... c milI¡ intakc ,,':1, cJkulaled rrom lhe 
absolulc food imakc/pup body "·c;gh!. 

MtOSllrelllt lll t,! lIIilk Ifpl;1! Nmrt lllrl/litm. Milk wa, obIained on PNO 7. 
14. und 2 lo Pup., we ..... ","'o,'cd fmm lhe motile", fOl" 4 h afler whieh lhe 
mmhers r",.,.i,·c:tI 0.8 U Ilx)'locin (ip) aoo milI¡ e;¡p"",-.ed 15 min !aICl". 

SII111ple, "('re \'OfIexed. ¡J; .. ided in aliquob . and fmlCn al - 20"{; unlil 
anal},h. Milk samples ,,'en: lha"L'<l al 37 C ulld ,·OI'te~~-d "igorou'ly bcfoo: 
pipeuing 'o CII~U"" sample uniformilY. Mil ~ kp!in ronccnlr~tion was deter. 
minro by RI ,\ ~,ing :r. eumn~rcial rdl ~il fmm Lim."o Rescarch. lnt:. ",ilh :r. 
dcln:lion limil 0.5 ng/ml. u. ing 100 ,..L ",mple~ ~ire. Mil k .>IImplc~ were 
as,a)'ed in dupl ic~le. 

Mras¡"tmr' llo!pllp SUllm It pli" (OllU,lIrflfiOlls. Al 7:00 0\101 on I'NO 7. 
1-1. nnd 2J pups were removed fmm lhe mmhers for J h during "hieh pu~ 
did nOI feed. \Vc (>b!uinc¡J al! .amp!e, fmm M' in lhe fa,lcoJ StalC 11) u\"oid 
!eptin ,·arialion. 0 1T'pring <Ir 2 d (lfage \\~n: nl)1 ,ub;"~!t.-d to fa,ring. Bt>lwCt.'n 

11;00 ,,~, and ooon. pups ,,'ere r.Jpidly ~ ill....r by dt'('apil:l1ion u.ing :r. ro<km 
guillulinc (ThoIll.1' Scicnlifi<:. NJ ). Trunk blood "'a~ ~~lllC':lCd inlO polyelll· 
ylcnc 111"", und allowc:tllO dO! m JOC for I h. 13 100d s.lmplc. wen: ccmrifu¡:cd 
al 1500 g for 15 min al 4 C. SeJ1lm samplc< "ere kepl ~I - 20' C umil assaycd. 
pup ~rum leptin conccmr.1l iun~ wcr~ determined by R1 A lI~i11g U comnk'1'CI:r.l 
r'JI ~ it fmm Lill(.~' RcscI.relr. Inc . r"'1CIr i'CJ1lm "mlll'le wa< 11\S.lyed in duplieale. 

COfTalS eomp<mrms (jfll·((J·prlJl~;" rol;t' ). Al 25 oJ of age. mI' " 'en: 
rJpidly killed as tleso;rit... ... l at.,,·c and ~ept fm~en in sm:r.ll pl:t'>1k!>ag, umil they 
"cre :malYled. Hcad and g~ll\>inte...cinallr .... 1 "en: diSl.'anI;.'<l frQm pups and 11<)! 

¡rlCluded in lhe ao.11),i,. Aflcr wciglli"ll (wel wcighl ). each carca:'s ww. choppcd 
inu" small picccs. pla...-ro in a wml bo:a~cr ~nd dried at 60 e 10 ~"""Slanl wcight. 
TIlC weiglll 1o-;t i~ t.."."idcn.'<l '" br walN "·eighl . The tlried ~'an.':Is.<c.'S were 
grllunll·up fl11d ali<.ju<lL' Wm! 1.'I~cn. Fal " ·1 .... delennincd ¡;r~\· i",clrlcall y. c''úpo­
r:mn¡; me ).O/ven! fmm an ahqUOl of lile hc.>:arIC·¡'<{I(II'U]xtnlll e:o.lrnc\ by Swhlel 
mcthod and lot.l1nilrogen by I~ Kjckl;thl medrod ( 17}. 

Sta/is/;"n/ ",m/5sl)'. Oa[.;l rroro l,"iml,ls ",i lhin lhe 1i ller were a,·el':l.llcd ami 
analy, i, perfllnned (,nly 011 mnnbi!r uf lil1cf'i. AH dm.'l are preloCnled n, IIIIl 
lllC~ns :!: .1aOOard error Oflhe mcan, Slatislical analy,i.' "'as pct1"ormcd u,ing 
ANOVA follo,,"cd by Tukcy's tCSI. Unpaired I tCSI ",aS alSt> uS«lm compan: 
mJl~ and fcm.:dt dala. Malcm:tl milk produClioo. pup milk inlake. mal~rnal 
~ml pUl' !>trum Ieplin. and pUl' body " 'cighl L'O~I:'lion~ ,,"ere cak:ulal~'" u,ing 
a ]'eaMn corrdation. /, < 0.05 was con,idc1'Cd .i¡;nificam. 

RESULTS 

Maternal bmly weighl. Table 1 shows maternal weighl. 
Thcre wcrc no diffcrcnces bclween Ihe groups on the day of 
deli very. The malernal wcighl dala on Ihe day of binh lack 
precis ion bccausc of Ihe irregular liming of dc1iver)' relalive 10 
lhe lime al which lhe dams were weighcd. Iherefore. dala al 
binh are provided 10 give an approximate weighl :n the Slarl 01" 
la(·lalion. Ahhough matcrnal weighl showed a tendency to be 
lower in RR and CR compared with Ce. Ihe difrerence W;L~ 

only s ignificanl on PND 14. 
Mi/k prod /lctüm al/d leptill cOllcellfratioll . Maternal milk 

produclion \Vas lower in RR and CR and was higher in Re al 
PND 14 and 2 1 (Tabie 2). CC milk Icptin concentration was 
nOI difie renl al Ihe Ihree ages sludied. RR milk IcPlill COII('CII­
Iralion was higher at PND 14 than :lI PND 7. CR mil k Icptin 
concentr¡lrion W¡IS higher al PND 2 1 Ihan al 14 and higher al 
PND 14 than 7 and milk leplin t~onccntral ion in Ihe Re group 
was higher al PND 21 Ih:11I PND 7 (Tablc 2). Mil k leplin 
concentrar ion was higher in Ihe CR group ¡han in Ihe CC, RR. 
:md Re groups al PND 14 and 2 1. 1md highcr in Ihe RC group 
Ihan in rhe ce group ¡¡t PND 2 1 (Table 2). 

PUl' sernm lepI;I/ . For CC and CR groups . Ih(' highesl pup 
ICPli1l concenlralion was at PND 14. In contraSl, in RR and Re 
lhe hig.hesl W¡¡S obscrvccl at PND 21. indic¡¡ling a dclay in Ihe 
Icplin peak QCcurrcnce in animals which werc undcrnourished 
prenalally (Fig. 1). At PND 2. ¡hcre were no difi"crences 
alllong groups in pup scrum leplin. At PND 14, RR and RC 
had 10wcr leptin valucs in comparison with those in CC. Al 
PND 2 1. lcplin v¡¡]ues in RR \Vere higher rhan in ce and eR. 

Tabk 1. Mmenw{ /)(/{Iy "'''¡Slll d/lrin!; /(u'/(lIi(m 

Wdl1hl ( jl ) CC (11 - 5) RR (,r - 6 ) CK (,r - 6 ) Re (,r - 5) 

At binh 281 !: S 283 !: 7 285 !: 12 2N :!: 7 
7d 292 :!: 16 28R :!: 5 273 :!: 12 286 !: 9 

14 d 314 :!: 7 279 :!: 8- 253 := lO" 29J !: 6t 
2t ¡J 313 :!: 9 307 :!: 16 288:!: 20 310:!: 11 

Malernal budy wcighl al bir1h and during lac:tarion (po..lnalal day, 7. lJ. 
and 21) in lhe 4 llroupS" C~lJO'Cd 10 d¡lfcrenl diel.~ during ~lln,ml'y 1m" 
la<;l~til>n . Mean :!: SEM. /, < O.OS, - ,·s. ce: t "$. CR. at ,ht> ""me uge. 
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T:lblt' 2. "'(I/en/almilk prUlfllclirm, mil/.: 1 .. "lin <"IJ1ICt'lIIraliO/I. {/lit! Absolutc food ¡nI:!ke by Ihe pups incrcased in 311 groups 
milk ¡eJllill-lo-flllJ! sewm lePI;" ml;o lVith age (Tablc 4 ). Pups in lhe Re group had a higher milk 
CC RR CR RC intllke lit PND 7 in comparison ",ilh ¡hose in ce ¡md eR. Al 

Milk prodUCIÍOIl (1) (11 - S-6) I'NO 14. lhe Re group twd Ihe highcst llnd CR Ihe lowesl 
7d 16.5 z: 3.5 3,2::t 1.9- 5.6 :!: I .. l* 22.2:!: 1,2 absolutc focxl inlake. Al PNO 2 1. ¡he absolulc food inl:lke in 

'" 11.3 :!: O.8 8,3 :!: 0.7* 2,0 :!: O.6- t 22.7:!: 1.7* Ihe RR group \Vas lowcr [han ¡he imakc in ce and Re. Thc 
21 d 16.1 :!: LO '¡.2 :!: 2A- 7.1 :!: 3.2· 23.4 :!: 1m only di frcrcncc..~ in rclalivc food inwke were.u PNO 14 whcn 

Milk lepl;n (nglmLI (11 - S) 
Re pups had a highcr rcJm;vc rood imakc lhan Ihose :n RR 7d 2.2 :!: 0 041 2.2 :!: 0.1 1 2.4 :!: 0.06 2.2 :!: 0.08 

'" 2.4 ::!: 0.26 2.8 :!: 0.08 3A :!: 0.081 2.6 :!: 0.]2 and CR (Table 4). 
2] d 2.2 :!: 0. ]4 2.8 :!: 0.28 4.5:!: 0. 191 3.0 :!: 0.14'1 Correllltio" stlUJjes. T here was a posi live correlalion be-

Milk k:ptin-Io-pup -.cmm k:ptin rmio (n = 5) Iween milk produc tion :md m il k inlake when al! groups a nd 
7d LO :!: 0.13 0.9 :!: 0.05 l.7 :!: 0. 191 0.8 :!: O.G-I days were 1>ooIed (Fig. 2). No correlation was found for P NO 

14 d 0.7:!: 0.07 I.l :!: 0.03' I.l :!: 0.0-11 LO :!: 0.12'1 
21 d 0.8 :!: 0.1» 0.11 :!: O.II 2.2 :!: O.III§ I.l :!: 0.27 7. bUl Ihefe was a high pos it ive correlalion on PN D 14 (r = 

Malcm31 mólk prodoclion. milI.: I"plin cooc"nlr:u;on. and mólk Icplio.lo-puP 
0.8 /' < 0.(01) :lI1d a ppro:lching s ig n ific:lI1ce :11 PN D 21 (r = 

sen'", kplio r~lio OIII"N nal~1 dlys 7. 14. and 21 in lhe" gmuS" c~~ In 
OA l' = 0.08) (Fig. 2). 

ditre",nl di~.." during pregnaOf;y :rnd 1",laIK", . Meao :!: SEM. n itwJicales 1'here was no co rre1a\ion bclween pup serum le pli n a nd 
mOlhcl'$ or liue .... body weig hl gain aftcr I h of fe, .. d ing (mi lk in ta ke) in a ny 

{I < 0.00 - 1'$. CC alll.l RC; t I·S. RR; * "s. CC. !lI thc ~",e ~::c. individual group on Ihe 3 days or Illeasu remenl. However. 
11 < O,OS § ,·s. ce. RR. and RC;, ,·s. ce. al lile 'lImc age. 

when a lt grollps and ages were poolcd. milk intake and pup 

• ee • • eR 
scrlllll Icptin werc s ig nilica1ll ly posil ivdy correhllcd (r = 0.3. 
t' = 0.0 1) ( Fig. 3) . 

L-~~ 
• The re was " posilive correlalion bclween ¡¡bsoltue milk 
-

intake (g/h) and pUl' body weig hl (g) in CC. CR. and Re , , 
g roups al PNO 7. 14. and 21 (p < 0.05 ). No corrclalio n was 

, , '---l 
~ Tahlc .l. PllfllJ(¡¡:ly ,,·t'ighl (1/ diffl'rI'lJlllg/'J -
E I Wcighl ts) CCtn " 5) RR (II " 6) CR {Il - ('J Re(1l - 5) -0> , • , 

Male~ e , , 
" " " 

, , 
" " " - Binh 6.4:!: 0.2 6.1 :! 0.2 6.4:!: 0.2 6.1 :!: 0.2 

e • RR • • Re 1d 11.9 :!: l.2 10,1I :! 0,5 10.0 :!: OA- 13.1 :!: 0.4t ., 

P "- 1 '" 21.3 :!: 1.1 15,0:!: 0,11 0 13.J :!: 0.6- 2S.0:!: 0.9 
al _ / ---! 21 d 29.S:!; 3.0 16,\1 !: 1.7- 18,8:!: 2.S· 30.5 :!: 2.7 ...J , , 2~ d 60.6 :!: 2.4 .IO.6:! 2.8· 45.0 :!: 2.5· 62.5 :!: 2.6 r r-emalc_~ 

/ 
Binh 5.7:!: 0.2 n!:0.2 5.7:!: 0.2 5,7:!: 0.2 , , 1d 11.2 :!: 1.0 10.4 !: OA 9.9 :!: 0.4- Il./\:!: 0.6t 

'" 2O.J:!: 1.1 14,2 :! 0.7. 12.1I :!: 0.5 0 24.1 :! un 
21 d 29.3 :!: 2.11 Ib.O :! 1.8· 15.7 :!: 2.7- 29.7 :!: 2./\ 

, , 25 d S3.1I:!: 3.11 38.0 :! 2.0· 38. 1 :!: 2.9- ~7.8:!: lA , , 
" " " 

, , 
" " " l'up body weighl al binh ~nd on ¡K!>11I:I131 days 7. 14. 21. and 25 in lhe 4 

Postnatal age (days) group' cxpo)cd " dilferenl dicb du ring pregnan<'y and lact~lion . 

FI¡!lI IY l . Pup >cnllll 1cplin. Me"n :! 5EM." ,. 5 tiUCI'lo of "'p¡!r.,le 1lI01hel'lo. ~·Ic~n :!: 5EM. " indicale, nurn""r of lill~"'. 

· Ma~illlal1cplin "aluc in lhe "..me group. p < 0.05. " < O.O~. - I·J. ( ;C and RC: t ,'$. RR: * ,·s. Ce. DI lhe ",me agc. 

:lIId al PN D 25. pup Icplin eonccnlralion for RC \Vas highcr Table 4. IlIdi,·it/f/al/JIII' (Ibsu/mf (1m/ r{'lmi"e mi/k i/l/ah' 

Ihan for ce and C R. Ce(" '" 5) RR tu - 6) CR (n _ 6) RCt" .. S¡ 

T hcre was ''0 corrclmion bclwccn milk and pup scrum Absotule food inla~c (mg/h) 

1eplin concenlral ions al any age ei lhe r in Ihe individual groulls 7d 51 :!: 20 132 :!: 3J 78 :!: 30 198 :!: JO. 

(1' > 0.05) ur \Vhen a ll Ihe g ro ups and Ihe d i tTeren l days were 
14 d 270 :!: 31 153 :!: 22 109 :!: 21t 513 :!: JO* 

pooled (r = 0.04." = 0.7). Milk leptin-Io-pup serum leplin 
21 d 659 :!: 90 254 :!: SH 43O :!: 62 6JO :!: 80 

Rdari,'c food il1l~kc (m¡;lhlg body ,,1) 
ral io was higher in CR Iha n in ce a l :lit ages (1' < 0.05) as 1d 3.9 !: 2 n.o :! S 6.6 !: 3 15.4:!: 5 
werc RR and RC :11 PNO 14 (T a ble 2). 14 d 12.7 :!: 3.0 10.6 :!: 2.5 1I.6 :!: U 19.7 :!: 2.3* 

J~llfl body weighl alld mi/k illtake. T hcre weTe no imporlant 21 d 18.6 :!: 7 1'¡.9 :!: 5 22.2 :!: 3 22.2 :!: 5 

ofl'spring sex d itle rcnces rúr pup body we ig hl in Ihe fi rsl 25 Individua! pup absolure and rclali"e milk illlake (In "",1 n~I~1 da)'S 7. 14. 

P ND (T¡lble 3). A l PND 7. RC pup body weighl wa.~ highcr and 21 in lhe ~ gmup, of mOihel'lo CXPO!oCd 10 dilfercnl diel' dunn, prel:IlóIIICy 

,h<ll¡lhe weig lrl in RR :lI1d CR. Bmh male and female otl'spring and l:U;lall(HI. Al~()lule milI.: illlake e~prc5'«l u' bod)' weight gaio afler 1 h 

;" ' ,~ groops res lricled d u ring lac t:ll ion had lower body 
fceding (m¡:lh). Rcl:llh'c milk ólllale "'a~ wlculalcd from a1J<;1l1Ule mil1. 
illlalclpup bnd)' ,,·dghl. Me~n :!: 58>1. " indicalcs IIlImbcr of tiHCrs. 

weig hls in comp:uison wilh l ile weigh ls in ce and Re from l' < 0.05 . • "s. CC an¡] CR; t ,·s. ce: * ,·s. ce. RR. and CR; § "s. CC:md 
PND 141025. Re. al lhe """Ie age. 
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Ta ble 2. M ml'nl/lllllilk ¡mulllclirm, milk 1<'(llill nmcelllratilJlI, l/lid Absolutc rood i1llakc by ¡he pups incrcased in al l groul)S 
milk /eJllill-lo'(JIIJ! sewm lelHill nllio with age (Tablc 4). Pups in lhe Re group had :t higher milk 
CC RR CR RC inl:lkc nI PND 7 in comparison with ¡hose in ce anu eR. Al 

Milk prodoctloo (g) (11 - S-6) PND 14. Ihe Re group h;ld Ihe highcst and CR lhe lowe~1 

1d I!I.S z: 3.5 3.1::t 1.9* 5.1'1:!: 13· 22.2:!: 1.2 absolutc food intakc. Al PND 21. Ihe absolulc food inl:!!.:e in 

'" 1l.3 :!: O.8 8.3:!: 0.7- l,O :!: o.,,-t 22.7 :: 1.7~ Ihe RR group was lowcr Ihan Ihe imakc in ce and Re. Thc 
21 d 16.1 !: LO '¡.2 :!: 2A- 1.1 :!: 3.2- 23A :!: 1m only di lrerente...;; in relalivc food intake wcre al PNO 14 whcn 

Milk Iep1Ín (nglml.) (/, - 5) 
Re pups had a highcr reJmivc food imakc Ihan Iho~ :n RR 7d 2.2 :!: 0.41 2.2:!: 0.11 2.-I:!: 0.06 l.2 :!: 0.08 

'" 2.4 :!: 0.26 2.11 ::!: 0.08 3A ::!: 0.08§ 2.6::!: 0.12 and CR (Tablc 4). 

21 d 2.2::!: 0. 1-1 2.8 ::!: O.!!! -I.5::!: 0.19§ 3.0::!: 0.14'1 Corre/lIfio" .l'fmlies. There was a posi li"e correlal ion be-
Milk leplin-IO-pup -.cmm kplin mlio (11 '" 5) Iween mil k prodUClion ¡md mil k inlake when all groups and 

1d 1.0::!: 0.13 0.9::!: 0.05 1.7 ::!:O. 19§ 0.8::!: O.OJ days wcre 1>ooIed (Fig. 2). No corrclation was found for PND 

'" 0.7 ::!: 1).07 I.l ::!: 0.03' I.l ::!: 0.().l1 I.U ::!:O. J2'I 
21 d O.H ::!: O.().! 0.11 ::!: O. II 2.2 ::!: O.18§ I.l ::!: 0.27 7. bm Ihere was a high posit ive corrcl¡uion on PN D 14 (r = 

Malernal milk prodocuon. milk I"plin C()IJC"nlralion. 811d milk k",in.lo,PUP 
0.8/ < 0.001) lllld approm:hing significance ;11 PND 21 (r = 

":I\'m kplin mlio 011 pI»1 nalal day' 7. 1-1. ancJ ~ 1 in I~ -1 gll'll[>' C~pI",--d lO 0.4 P = 0.08) (Fig. 2). 

dilfeo:nl die\> during pregnano;y ""d 1"" all\M'. I'okan::!: SEM. n tncJieale~ 1ñere was no correlátion bclween pup serum lepl in und 
"lOIhcr< or Hue .... body weighl gain arter I h 01' fecding (mi lk intake) in any 

{I < O.O~ - 1'$. ee alld Re; t ,·S. RR: * 1'$. ce. !lI lhc ,\.ame age, indi vidual group on Ihe 3 dllys of mC:I!;uremenl. Howcvcr. 
l' < O,OS § ,'$. ce. RR. and Re:, ".'. ce. al lile ~mc age. whcn all grollpS and ages werc poolcd. milk intakc and pup 

• ee • • eR 
SCrlltll leptin wcrc signi licam ly posil ivcly corrc[¡ucd (r = 0.3. 
p = 0.0 1) ( Fig, J) . 

L-~~ 
• There was " posit ive correl"t ion between absoltue mil k 
-

illlake (g/h) and pUl' body wcighl (g) in CC. C R. and RC , , 
group!> al PND 7. 14. and 21 (p < 0.05 ). No corrclalion was 

, , '----l 
~ Tahle .l. PI/{J IXJ(/y \\'righl (1/ diJfrrl'lrl Cl/tl'J -
E I wd)!.hl()!.) ce (11 '" ~J RR (" '" 61 CR(Il " ÓI Re (11 '" S) -"' , • , 

Male~ " , , 
" " " 

, , 
" " " - Binh 6.4::!: 0,2 6.1 ::!: 0.2 6,4 :!: 0.2 6, 1 ::!: 0,2 

" • RR • • Re 1d 11.9 ::!: U 10,1I ::!: 0,5 10.0 ::!: 0,-1- 13.\ ::!: 0.4t ., 

P "- 1 '" 21.3::!: 1.1 15.0 l: 0,11- 13.3::!: 0.6- 25.0::!: 0.9 
Ql _ ¡/"----l 21 d 29,S::!: 3,0 16,\1 !: 1.1· 18,8::!: 2.S· 30,S ::!: 2.1 ...J , , 2S d 60.6::!: 2.-1 .IO.6 ::!: 2.8· -IS.O::!: 2.5* 62.5 :!: 2.6 r ,,<,males 

/ 
Binh S,1::!: 0,2 5.7::!: 0.2 5.7::!: 0.2 5,7::!: 0.2 , , )d 11.2:!: 1.0 10.4 !: 0,4 9.9 :!: 0,4- \2.11 ::!: 0.6+ 

'" 20.3::!: 1.1 14.2:!: 0.7· IUI::!: O..s- 2-1.1 ::!: 1.0f; 
21 d 29.3 :!: 2.11 16.0 ::!: 1.8- IS.1 :!: 2.7* 29.7::!: 2.11 

, , 2S d 53,1I::!: 3.11 31\.O::!: 2.0· 3~.1 ::!: 2.9· 57.8::!: lA , , 
" " " 

, , 
" " " l'up body 1I'<';ghl a' binh and on fIO'ln:llal days 7. 14.21. ami 25 in ,he,J 

Postnatal age (days) group~ cXfH.',cd " dilfcrenl di,'!. during pregnancy ánd laclil1ion. 

Flg"", l. l'up .c:n'lIl kptin. Me"n ::!: SOl. " '" 5 1'lIcf'o of .c:p;IrlIlc mOlhe,.,.. ~'lcJn ::!: SEM. " indica,e~ Imrtlbcr uf rill~<Jo. 

"Mrucimal !epl;n "aluc in lhe ..,me group. f' < 0.05. l' < O.OS. - "J. ce aoo Re: t I'S. RR: * ,·s. ce. al 1M sanie a~e. 

:lI1d al PN D 25. pup Jcplin conccntration for RC \Vas highcr Table 4. I"di"idrml'nll' obs()/lIIc ami relmi,'/, milk imake 

than for ce and C R. CC(tI '" SI RR(n - 6) CR (n-6) RC (" .. SI 

There WilS ''0 corrclmion bclwccn milk and pup scrum Ab""lu1e food inlake Imglh) 
leplin concenlralions :tl any age c ilher in Ihe individual groups " 51 ::!: 20 lJ2 ::!: 34 7f1 = 30 198 ::!: ./O. 

(1' > 0.05) or when a ll Ihe groups and lhe d itrerenl days were 14 d 270::!: 31 I.B = 22 109 ::!: 21t 513::!: 40* 

pooled (r = 0 ,04. P = 0.7), Milk leplÍn-lo-pup serum leptin 
21 d 6S9::!: 90 2s.1::!:SI§ -I30 ::!: 62 (,.¡Q:!: RO 

Rdal i\'~ food inl:tke (mgfhJg body ''0 
rat io was higher in C R Ihan in CC ;11 all ages (1' < 0.05) a~ " 3.1}::!: 2 13.0::!:5 6.6::!: J 15.4:!: 5 
were RR and RC :11 PND 14 (T:lblc 2). '" 12.7::!: 3.0 10.6 :!: 2.5 1I.6 ::!: 1.3 19.7 :!: 2.3* 

¡>Ilp bvd)' weighl alld mi/k il/wke. T hcre wcre no impon ant 21 d 18,6 ::!: 7 14.9 ::!: 5 22.2 ::!: J 22.2 ::!: 5 

ofhpring scx d iflcrcnces ror pup body we ight in Ihe fi rst 25 Indi"iduaJ pup absolule and rclali\e milt im'll;e un iX"1 nalal da)'~ 7, 1-1. 
PND (Table J). Al PND 7. RC pup hody wcighl wa.~ highcr and 2) in Ihe: ,J J;ll'lIp' uf mOI~n. cxpl)scd lO dillcrcnl diel' during pregnallC)' 

Ihan Ihe wcighl in RR :lI1d eR. Both maJe and fe mate o tl'spring ilnd lil(·lar¡un. AIJ50lule milk illrake e~pre.,'<tl a~ bod)' weight gaio uflcr J h 

;" ' ,~ groups rcstriclcd during [actalion had lowcr body 
fteding (mg/hJ. Rcl J,h'c milk i"lnle W;I-( , -.. dcula'e<J from abslllule milt 
inratelpup body ,,·dghl. Mean::!: SEM. " indIcares numbe!' of liners. 

weighls in comparison W11h the wcighls in CC and RC fmm p < 0.05 . • ".1'. ce an¡) eR; t "$. ce: * "J. ce. RR. and eR: § '\1', ce and 
PND 141025 . Re. ni lhe .~n>e agc. 

,. ,: .C _ 'n 
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Figure J. l>up serom lepl;n as a function ofmi l~ inlake [A ) ce ( r - 0.3.1' -
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O.S.I' - 0.07). Dnd (El allj!roups and d~y, Ir - 0.3.1' - 0.01 l. Mcan :!: SEM. 
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found for lhe RR group (r = 0.3. p = 0.3) (Fig. 4). Rclali"c 
food intakc cxprcsse<l as wcighl gainlhlg of body wcighl was 
positi"cly corrc latcd wilh pup wcight in CC and CR No 

corrclmion was obscn- t.'<I in the RR :lIId RC groups. h is 
intercsting \O notc Ihal thcsc groups wcre Ihose thm presentt.'"<1 
,1 del ay in serum Icp¡in pellk occurrencc. 

I' flp body c:omposil io" al 25 {I of age. At PND 25. body 
f,u-!o--protein rmio was highcr in RC than RR male offspring and 
higher in RC Ihan in Ce. RR. and CR fcmale pups (Fig. 5). 

OISCUSS ION 

In comparison wilh Ihe lileralUre 01\ postnalal growlh and 
funelion of olfspring of ralS SlIbmiued 10 vanous nlllritional 
challenges during pregnaney !md laelat ion Ihere are few data 
on how various llutTient restriction rcgimcns altcr quantity lIIld 
quality of milk a""ilablc to tnc pups. Considcratioll uf the ways 
in which milk Icplin may alreet pup dc"cloprncnt has rtx:eivcd 
les.'> ancntion dlan the e lrcets of expcrimcmallcptin administra­
lion in Ihe neona!.11 periodo llle present study W¡l~ condllcled 10 

dctennine the ef)"ec(S of matcrnal prolein restriction during prcg­
nancy andlor 13I;[ation on offspring milk availability and intake. 
Ill ilk leplin con(:el1tralio l1 and 10lal rIlilk leplin pro"ided 10 ¡he 
pups. pup SClUm lcplin and pup growth. and ¡heir rc lationship 10 

o lt"spring body eomposition al weaning . 
Malernal weighl showed a lendency to be lowcr in RR :md 

e R. with nOI statislical ditlc rcncc. .. among ¡he ril . 1·lowc\'cr. the 
subsC(IUcnt wcighl gain during ]¡Iclat ion of RR was 24 g 
whcrcas CR WllS 3 g. \Ve do not ha"c an explarmtion for th is 
diflerenec. bUl bceausc Ihc mothers in RR group were re­
slrielcd during prcgm'lney ¡!ley probably h:'ld a greater dri"c 10 

cal during lac tation than those il1 the CR group. 
Úur fi nding of similar matcmal weight al bin h and s imilar 

pup wc ight II I binh corrclates "ery wcl !. As in many olher 
s[udics. protcin res lrietion :11 thcsc Ic"cls is not cnough to 
makc lIny difl'crcncc il1 maternal and pllp wciglll m binh ( 18). 
In Ihe dcvclopmcmal programming ¡¡cid. it is now gcnerally 
cons idered thm weight is a \wy poor lIle¡¡sure of changes. 
Important rnodifiemions oceur in the pups withoul a change in 
Ihe overa ll weight. 

Analysis of Ihe data for maternal weiglll gain ovcr a periad 
of 4 h (mil k production) re\'c¡¡led imeresting diftc renccs in the 
four groups. Although wcigh¡ ¡r t all¡he thrcc agcs studied was 
simi lar in CC and Re. the maternal weighl gai n in RC was 
50% grcalcr Ihan in Ihal in Ce. BCC¡IUSC malernal weighl o"er 
Ihe wholc period did nm dilTcr in thcsc two groups we h:l llc 
made Ihe assumplion thm increascd weight gain in lhe 4 h 
rdlccts incrcased mil k production. This conclus ion is sup­
poned by the grcaler ine rellse in pup weighl gain afler I h wilh 
the mOlhcr (milk inlake) in the RC cornpared wilh CR group 
¡¡¡ PND 7 and 14. In COlll raSI, mothers in RR ¡¡nd CR cxhibited 
dccreascd milI.: produclion. MlIleroal and o tfspring suckling 
fae tors lIre both likcly to be in"oh'cd in Ihc incrcased milk 
proouclio l1 in a sctl ing of inereascd pup mil I.: consumplion. 
Thcre are data in Ihe literalure thal indieale Ihal pup eonsump­
tion a ireeiS milk produclion as well as data showing Ihal milk 
production has an influence on plIp consumption ( 19.20). Únc 
W¡¡y to delenninc Ihe rclati"c influences of thes<: two passi­
bilitiC5 in flllllre sludic.s would be to reduce Ihe numbcr of 
pups suckling the dam. 
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Figure J. t"up <;crom leplin as a fullClion ofm,l~ ;nl~ ~e lA) CC Ir - 0.3.1' -
0.3). (8) RR (r - O.OOJ. // - O.'}). (C) CR (r - 0.1. fI - 0.7). (1)) RC (r ­

O.S.I' - 0.07). and (E) all ilrouPS and d~ys (r " 0.3.1' '' 0.01). Mean :: SEM. 
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found for Ihe RR group ( r = 0.3. p = 0.3) (Fig. 4). Rcl~ t ive 

food intake exprcssc<.l as wcighl gainlhlg of body wcighl was 
posilivcly Correlated wilh pup wcighl in CC and CR. No 

correlmion was observl-d in Ihe RR :lIId RC groups. It is 
interesling 10 note lhal Ihcse groups were Ihose Ihm prescnlt:d 
,1 delay in serum leplin pe¡tk occurrence. 

I'flP body cO/llposil io/l al 25 ti "/ llge. Al PND 25. body 
faHo-prolein ratio was hight:r in Re Ihan RR male otrspring and 
highcr in RC Ihan in CC, RR. and CR female pups (Fig. 5). 

l)ISC USS ION 

In comparison wilh lhe lileralure 0 11 poslnatal growlh and 
funclion of ofts pring of miS submilled lO various ntl1 rilional 
challenge~ during pregnancy !md laclat ion Ihere are few data 
on how various nulricnl rc.slric tion regimens alter quanlily llIld 
q U¡lli lY of milk availablc lO lhe pups. Con~¡der;¡lion of lhe ways 
in which milk leplin may alrccl pup dc\'cloprnenl has rt.'<.."Ci \·l-d 
les,> :lIIcnúon tltan Ihe eH"cels of experimcmal1cptin adrninislra­
tiol1 in Ihe neonat:11 periodo 1l\e present sludy was conducled 10 

delemline Ihe etrcct.s of maternal prolein restriction during preg­
nancy ancVor laclalion 0 11 offspring rn ilk availabililY aOO inlake, 
milI;" leplin conl"Cnlralioll and IOlul rnilk Icplin provided 10 Ihe 
pups. pup scrum leplin aOO pul' growlh. and Iheir relalionship 10 

olfspring body composilion al weaning . 
r-,.1itlernal weighl showed a lendency lo be lower in RR ¡l11d 

CR, wil h nOI sl¡ttislical ditTcrencc.~ amollg Ihcm. HowevcT, lhe 
SuhsC(IUClll wcighl gain duri ng lacllll ion of RR was 24 g 
whereas CR wa.~ 3 g. We do nOI have <I n explamuion for Ihis 
di lterence. bUl beC¡IUSC lhe mOlhers in RR group were re­
slriclcd during prcgnancy lhey probably had a grcaler dri\'c 10 

cal during laclalion Ihan Ihose in lhe CR group. 
Our fi nding of similar malemal weight al birth and s imilar 

pup wcighl ¡tI birth corrclales very wcl l. As in tnany Olhcr 
s l udic~. prolcin res Lriction al these tcvds is nOI cnough 10 

mal;"c any d ilt'crcncc in malernal 3nd pup wcighl 1lI binh (18). 
In Ihe dcvelopmental progr:unming field. it is now gcnerally 
cons idered Ihm weighl is a very poor rneasure of chnnges. 
Importanl modilicatiolls occur in Ihc pups wilhoul "changc in 
lhe overall weighl. 

Analysis of Ihe dala for malernal wei:;hl gain ovcr a period 
of 4 h (mil k produclion) re \'calcd intcresling differences in Ihe 
fouT groups. Ah hough weighl al alllhc Ihree ages studied was 
simi lar in CC and Re. Ihe maternal wcighl gai n in RC wa~ 
50% grealcr Ihan in Ihal in Ce. Bccausc m:\lcrnal weighl ovcr 
Ihe wholc pcriod did nOl diflcr in Lhcse two groups wc have 
made Ihe a~s ul1lpl ioll lhm illcrcascd weighl gain in Ihe 4 h 
rcflec ts increased rn il k production. This concl us ion is sup­
ported by Ihe grealer increase in pup weighl gain afler I h wilh 
the Illo lhcr (milk intake) in the RC cornpared wilh CR group 
al PND 7 and 14. In contraSI, mOlhcrs in RR and CR cxhibiled 
dccreascd milI;" production. Maternal and olfspring suckling 
factors are bolh likcly lO be involvcd in Ihe increascd milk 
produclio ll in a seuing of incrcascd pup mil k ('onsumplion. 
Thcre are dala in Ihe lileralure lhat indicale Ihal pup consump­
lion aIreeIS milk proouclion as well as d,ua showing lhat milk 
produc¡ion has an infl ucnce on pup consump'ion ( 19.20). One 
way 10 dctcrmine Ihe relative influences of Ihesc two possi­
bilities in fUlure sludic.s would be. lo reduce Ihe lIumber of 
¡lupS suckling Ihe dam. 



120

362 

B 

BAUTISTA ET AL 

ee RR eR 

,,1 .. 
"L 

,~ L 21 i ~ '--:--c:'!.'-,-_o_. ,,---,.,--,."" ,--:-~,¡~7_j:-c_"--_-,,,,, " ' o o "" 
5 la 15 20 25 lO 35 5 la 15 20 25 30 35 '-c.'---C,"'---,c.--:~"--c,,'---~-::--'~ 

ee 

, ' o. 

L 
" 

L 
" 

5 10 15 20 25 3Q 35 

'" 

Pup body weighl (9) 

RR eR 
'" 

L 

J L" , , " 
" " 

5101520253035 5101520253035 
Pup body weighl (g) 

" 

Re 

14 1. 

¡ 

5 10 15202530 35 

Re 

1 
¡ ¡, 21-

" , 

51015202~3035 
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* § devclopment in Icrms of wcight. Clcarly 01hcr fac lor.¡ such as 
melabol ic r:lIe. aClivi ly. :tnd hea( 105s wi ll all [llay:t role. The 
fCSUltS obscfved in Ihe Re group (milk intakc and body 
composilion) are of impon:mce for deu:rmin:!lion of oplirnal 
posldelivcry and preweaning feeding of human nconales un­
dcmourished ill 1111'1"0 duc 10 causes Olher Ihan poor maternal 
nUl rilioll such as uleri nc vascu1:tr disc:tse when lhe fclUS is 
undcrnourishcd bU111lc nconalc is nOl exposed \O poor I1I<1ICr­
nal nUlrition during lacl:tlion. lllc changcs we have obscr\'ed 
in pup senlln 1e[llin :md in body gruwlh poslna!:t lly in Ihe RC 
gruup. may be ¡hose for which ¡his Iype of newborn is 1I10S1 al 
risk. Rapid cateh-up grow(h during Ihe early months of Jire 
during lac tation or fccding wilh anilicial formulas can resull 

- cc RR CR RC 
Fi¡!ure 5. Ofr~pring b(),J~ C01l1~iliOll (fol-lo·prolcin r.uioJ on PND 25 uf 
m~1e (b1¡l("j; Ix,,) and fCIH~1c I\\'/¡ill' Ix,,). Mean !: SEf.. t. " - ~ lillen;, l' < 
o.m .• ,.~. RR: §\·I'm.j ce. RR. a<>tJ CR. in lhe ~~ ,""x. 

Leplin is presem in ¡he rnilk of many dilrerenl species 
(2 1- 23). including humans (7). Nursing rals can transfcr leplin 
10 ¡he neonales \"1'(1 Ihe mi1k (24). Milk leptin concenlration Is 
dClcrmined by a number of t"ac lors. Ihe major oncs being 
mamrnary gl:md leptin secretion ¡lIId lotal volume of mi lk 
produced. Therc were no clcar associalions bclwccn mi lk 
leplin concenlnllion al Ihe differenl poslnalal ages and Ihe four 
dielary rcgimcns. This finding of constaney in milk Icplin in 
1II0lhers wilh dift"crcnl diclury histories is in kccping wilh Ihe 
vicw Ihal mil k composilion is prolccled under a wide range of 
lIlalernal mClaboJism (25). This proleclion docs nO! howcver 
exlend 10 lhe <Iuanli ly of milk produccd as we show here. 

The rnilk produclion and pup mil k intake in Re group is 
s ignificanl ly highcr Ihan in Ihe CC group. bUI pUl' body 
weights bclween t he.~e IWO groups :trc s imil:tr. This observa-

in prob1ems in laler 1ife (26). 
Serum lcplin conccnltUlions are higher in neoll"tes th:lll in 

adul ls (27.28) despite Ihe presence of a 10wer proportion of 
body fa! irnme<!ialcly aflcr birth (28). \Ve observe<! " dcl:ty in 
thc lcplin peak (PND 21) in RR and Re. This obscrvíllion 
suggeslS Ihal Ihe common f:tctor ís (he rcSlriclíon duríng 
pregnancy and is of considerable interest in lhe liglll of lhe 
1V0rk from seveml laboralories Ihat indicaICs thm lhe nonnal 
ral postlla lal scrum 1eplin surge that lakes place around PND 
10- 14 plays a ccntral role in Ihe maturalion of Ihe hypotha­
t;unic apPclit ive cenlCrs (29). Advanóng Ihe lept in peak by 
exogenous subcul¡lIlc()US lcplin administr:ttion leads lo obcsilY 
in I:ller life (3). however. Ihc opposile effecIs have becn 
rcporlcd by olhers (30). Thcrc are no data on Ihe clrcels of:l 
delayed serum leplin surge sueh :lS we describe in Ihe RR :llId 
RC groups. \Ve have repor1cd Ihat lhe offspring of RC mOlhcrs 
bceome vcry obesc whcreas offspring of RR mOlhcrs have lhe 
lowest wcighl g:lin of all four groups in adu1thood. Thcsc 
ohservalions ¡lPply 10 bolh m'lles and females ( 12.3 1). These 
findings indicalc Ihm ¡he clfcCls of dcvclopmcnla1 influcnccs 
during prcgnancy are funhcr modifted by Ihc leve! of nutri lion 

362 

B 

• ." ., 
.~ ~oo 

ee RR 

BAUTISTA 1:.7 AL 

eR 

"" 

Re 
L 
" 

"L 
~ ~ 1 

i~ L-, __ C¡C'-c __ '_'CC-,--' '" L ____ 7_¡ _'_\ ________ --' '" L ___ 7_' __ ~ ____________ '" L ______ ' __________ __ 
5 la 15 20 2S 30 35 S la 15 20 25 :JO 35 5 lO 15 20 25 :JO 35 5 lO 15 20 25 30 35 

ce 

, , .. 
L 
" 

I .-
" 

5101520253035 

'" 

" 

Pup body weight (9) 

RR eR 

'" 
L 

J L" 7 ¡ 
" 

" " 
~Ia15202S3035 ~IOl520n3035 

Pup body weight (9) 

'" 

" 

Re 

! 
7 

I 
¡ 21-
" 

5\015202$3035 

fil!urt:..I. f'lIP body wei¡¡hl tA I ~' a f"""tion of;lbsolutc milk inl ~~c: CC (r ... 0 .76.,' ... 0 .(01). RR [ r ., O.2~. 1' - 0.31. CR (r " 0.9. /, < O.OOIJ. and RC 
(r " O.N>. l' ... O.lltlb) or (8 ) lIS a fune,;on of rcJmiw ",¡Jk inmkc: ce (r ... 0,7./) ... O.()(15). KR Ir .. O.OS. l' .. 0 .8). CK (r ... O.M.,. < O.(lO¡ ). ~1llI Re (r .. 

0.]6." .. O.~~l ( MI PND 7. ¡..l. and 21. Mc:UI !: SEM. " ... 5-6 ¡¡u~"'. 

1.0 \ion demonslmles lhe complexily of jusI e\'alualing POSIIWI:l[ 

o 
~ a: 
e .¡;; -o 
~ 

o.. .. 
ro 

LL 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

* § devclopmcnI in IcnllS of wcighl. Clcarly mhcr faclors liuch as 
mel:lbolic rale. aClivi ly. and heal IOS5 \\'ill all playa role. The 
rcsuhs obscrvcd in Ihe Re group (milk inlakc and body 
composilion) are of irnp<)nance for deu:rminnlion of oplimal 
posldeli\'el)' and preweaning feeding of human neOll:ltes un­
demourished ¡" /l/ero due 10 causes Olher Ihan poor maternal 
nUlrilion such as ulcnllc vascular discase whell lile fctus i$ 
undernourished bUl lhe neonale i ~ nO! exposed lO poor 111aler­
nal nUlrition during lactation. n,e changes we have obscrved 
in pup SCntl11 leplin and in lxxIy gruwlh poslIlalally in lhe RC 
gmup. may be lhose (or which lhis Iype of newborn is mosl al 
risk. Rapid catch-up growlh during ¡he early momhs of life 
during laCI:l1ion or feeding wilh :tnificial formulas ean resul! 

>---
ec RR CR RC 

FiJ!ure 5. Otr)prin~ bOlJ)' t-umposiliOll (fnr·¡o·prolcin 1111ioJ un PND 25 of 
",~le (bJl/f'/; Ixlr) ;"Id felll;l!e 'w/¡i, .. IxJf'. Mean :t Sf.M. 11 ~ 5 ¡iucr¡;.I' < 
o.m. · ,·s. RR: §,.,-nu¡ ce. RR. aoJ CR. in lhe sa~ .... x. 

Leplin is present in ¡he rnilk of many dilrerent spedes 
(21 - 23). includ ing humans (7). Nursing mIs can tr:l!Is fer leptill 
tO ¡he neonales ,·¡tI Ihe milk (24). Milk leplin conccnlralion is 
delermi ned by a numbcr or fac toTS. Ihe m:!jor ones bcing 
mamrn:ll)' gland leptin sccretion ¡lJId IOlill "olume of milk 
produced. Therc wcrc no cle:Jr associations bclween rnilk 
leptin conccllIrmion al lhe differcnl poslIlat:!1 ages :md Ihe (our 
diclary regimclls. This finding of constancy in milk Icptin in 
1Il0lhcrs with dift'crenl dielary histories is in kceping with lhe 
" iew Ihal milk composition is prOlcclcd under a wide r:mge of 
maternal melabolism (25). This proteclion docs nOI howc\'er 
exlend to Ihe quanlÍty of milk produced as \\le show here. 

The rnilk production and pup rnilk intake in Re group is 
s ignificanlly higher lhan in Ihe ce grollp. bUI pup body 
weighlS bclwecn thcsc (WO groups arc s imilar. This observa-

in problems in I:ller life (26). 
Scnllll Icptill conccntration~ are highcr in nCOII¡J!CS th,m in 

adllllS (27.28) despite Ihe presence of a lower proporlion of 
body fa! irnrnt"rlialely aflcr binh (28). \Ve observe<! u delay in 
¡he 1cplin peak (PND 21) in RR and Re. This obscrvation 
suggcsls Ihal Ihe common factor is Ihe rcslriclion during 
prcgnancy :tnd is of considerable imeresl in ¡he ligh¡ of lhe 
1V0rk (mm severJ.1 luboralOries ¡hal indicates Iha¡ ¡he nonnal 
ral poSlnalal scrum leptin surge thal takes place around PND 
10- 14 plays a central role in Ihe nwturJliOI1 of lhe hypolha­
lamic appelili"c cenlen; (29). Advancing the !eplin peak by 
exogenous subcut;mC(ju~ 1eplin adminiSlration leads 10 obcsity 
in IUlcr life (3). howcve r_ lhe opposile e1fects have bt.-en 
rCIX)f!cd by mhers (30). Thcrc :lrc no dUla ()11 lhe. cfrecl~ (11' :1 
delayed serum leptin surge such :lS we describe in lhe RR and 
Re groups. \Ve have reported Ihm lile offspring of RC molhers 
bccome very obcsc whercas olfspring of RR mOlhcrs ha"e lhe 
lowe51 wcighl gain of all four groups in adulthoOO. Thcsc 
observn\ions ¡¡pply 10 both males and fema1cs ( 12.31). These 
findings indicalc thal lhe clfccls 01' dcve!oplllenlal inflllcncc.~ 

during prcgnancy are fUTlhcr modificd by the le"e! ofnutrit ion 
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aV:litablc in luctation. Thcrc is cUrTCntl y Illoch ¡nle res! i" an 
altcred ¡iming of Ihe lCpl;11 surge in prcdicling fUlure appc lilC 
and phcnolypc o f o fts pring. Our findin gs ind ic:lIe [hm thcrc 
are many faclOrs dClcrmining eve ntual phc no lypc in addition 
lO Ihe [iming of Ihe leplin surge. 

Whcn body composition was c"uluatcd al PND 25. Ihe 
highcsI Icptin and body fal wcrc seco in lhe Re group. 
I-Iowcvcr. body f:lI did no! correJalc wilh pup lcptin in lhe othcr 
lh l\.'C groups. Funhcr slUdics are nccdcd 10 cvalualc boIh Ihe 
sourcc of pUl' scrum Icptin and lhe mcchanism by which Ihe 
ICp[l11 surge is dclayed in ¡he on:Spring o f motllers rcslriclcd 
duriog pregnuncy ¡¡nd how dl.ll1gCS in appctitc brought about by 
Ihis :lIlcral;ol1 internel with othcr faclon; sut h as activity ¡¡nd 
altercd melabolie mle in lhe genesis of obcsily. 

We also sought 10 delennine whelher the leptin in felal 
serum is of fela l OT maternal orig ino Our findin gs indieale thal 
thcre is no eorrclalion bctween mil k le ptin intakc and pup 
seTUm leptin . This find ing is of importanee in relalio n 10 Ihe 
pote mi¡¡l role of pup Icplin in inhibiling pup sue kling behav­
ior. It is we ll known Ihal in adults Ihe hornlOne le plin inhibils 
f<XXI intake. However. Ihe eorrclation bclween pup serum 
leplin a nd milk intake was \le ry weak and showed no signif­
icanee in any individu:J1 group. This findin g ís consis[ent wi[h 
prcvious ob.'>C rvn1Ío ns Ihal leplin ndmin iSlril lion is unable to 
influenee body weighl. fal pad . and mil k inlake (28). In 
addilion. c:l:ogenous lcptin did nOI 11l0dify milk inlake in 
neonata l miee al PND 7- 10 (28). [n cOntras\. ral smdic. .. have 
shown [hm physiolog ie oral doses of lep[in adminiSlered 
duríng lactmion e:l:ert anorcxigenic e fl"ecIs without arreeling 
body we igh! gaín (23). OUT findin gs are nOI surprisinll in \l iew 
of Ihe very difle renl tirning of maximal pup SeTUI11 leplin 
\l alues in Ihe fo ur g roups. In f¡le[ Ihe poor corrdulio n o f pup 
scrum Icpliu and mil k inluke o\'er Ihe full study was posili ve 
showing no indielllion o f un inhibilOry e lrcel o f leplin o n milk 
appe[ite in Ihe neonatul pupS. 

In eond us io n. we would make four major obscrval ions 
from o ur e \lalu<l[lon o f c h¡lIlges in milk :md pup Icptin. Firs[. 
our findings inc!icille Ihul milk leplin is unlikdy 10 be n majo r 
delerminunt o f pup serum Icplin. Sccondly. we could find no 
evide nee Ihat pup sefUm le plin inhibils milk ap¡>elite al this 
age. Thirdl y, pup adipose tissue nlay not be [he only neona[al 
sourte o f leptin in pup scrum. Finally, ¡he normal I>osma[al 
ríse in lep[in was delaye<! in a nimals undernourished pre na­
tally. Thesc data are compatible wilh Ihe view Iha[ Ihe [irning 
of neonata l lepl in surge is influe nced by fetal nulril ion ¡lnd 
may playa role in ultcrcd uppclili ve regulution und contribulc 
lO [he devdopme lll of rne [;:¡bolic disorde rs in 1¡lIc r life. 
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uV:litablc in lactatioll. Thcrc is currcntly mue h inleres! in un 
altc red ¡iming of ¡he 1eplin .~urgc in predicling fulUrc appe titc 
and phenolypc of ofts pring. OUT findin gs ¡ndie:l le Ihal ¡here 
are many factors dClcnn ining eve ntual phcno lypc in ¡¡ddilio" 
10 Ihe [imi llg of the leptin surge. 

Whcn body composilion \\las c\'uluated ¡tI PND 25. Ihe 
higbesl Icptin and body fal wcre seco in lhe Re group. 
liowcvcr, body f;u did nO! c{)ITClalC with pur leptin in lile othcr 
lhl\.'C group.~. Funhcr slUdics are nceded lo evalualc boIh ¡he 
SOllrce of pup scrum Icptin and lhe ITlcchanism by which the 
[cp[in ~ lIrgc is dclayed in ¡he onspring of mothcrs restricta! 
during prcgnancy aud how changes in appetilc broughl aboul by 
Ihis ¡¡[¡cralion internet with othcr fXlors slIc h as aC1Í" ity and 
:l ltel\!o mel:lbolk mle in the gcnesis of obcsily. 

We also soughl 10 de lemline whclher the Icplin in fetal 
serum is o f felal or rn¡¡lcm¡¡1 origi no Our findin gs indic¡¡te that 
Ihere is no corrclation bctwcell mil k Icplin imakc ¡¡ lid pup 
scrurn 1cptin . This finuing is of importance in rel¡¡ lio n to Ihe 
potcntial role of pup lepl in in inhibiling pup suck ling behav­
ior. It is wcH known Ihat in adults Ihe homlOnc fe plin inhibils 
f<XXI in take. However. Ihe corrclation bctween pul' scrum 
leptin and milk inlake was very weak :lIld showed no s ignif­
ieanee in any individual group. This findin g is eonsistc nt with 
previous obscrvations thal leptin ndrnin iSl ralion is unable 10 

in fl uencc body wcight. fat pad. :IIlU mil k in takc (28). In 
:lddition. e~ogcnous Icptin did nOI modify milk inlakc in 
nconmal miec al PND 7-10 (28). In conlm.~" rat studies have 
shown thm physiologie oral doses 01' leptin adrniniSlercu 
uuring lactation excrt a norcxigenic ellects withoUl alTecling 
body wcight gain (23). Our li lldings are n OI surprisi ng in view 
of Ihe "cry d ifierenl timing of maxirnal pup scrul11 leplin 
"alues in Ihe fOU T groups. In f;ltl Ihe poor corrdil¡ion of pup 
scrurn Icplin and mil k inl;\kc O\'CT ¡he fu ll sludy W¡\s posit i"c 
showing no indicmion of an inhibilOry elTecl o f leplin o n milk 
appelite in Ihe neonatal pups. 

In (·onclusion . we would make four major obscrval ions 
from our evalualion 0 1' c hange¡; in milk and pul' Icplin. Fi l1i l. 
our findings inditille Ihilll11ilk leplin is unl ikcly 10 be n majo r 
determin;lllt or pUl' serum Icplin. Sccondly. we cou ld fi nd no 
evidence Ihill pup serum leplin inhibi ts milk ap¡>el ite al this 
ilgC. Thirdly, pup adi posc lissue nmy not be Ihe only neonalal 
source o f leplin in pUl' scrum. Finally, Ihe nOnlml postnalal 
rise in leplin was de1ilyeJ in ani mals undernourished prena· 
I¡¡lly. TheS(' dat" ilre compatible with Ihe vicw Ih;lllhe lirning 
of neonatal Icplin surge is innue nceu by fe lill nulrilion ;lIld 
mlly playa role in illtercd ilppetili,'c rcgulillion ilnd conl ribule 
\O Ihe development of rllC1i\bolic d isordc rs in laler life. 
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Torres N, BauLisla CJ, Tomr AR. Ordáz G, Rodríguez.Cruz M, 
Ortiz V, Gmnadus 0, Nathaniclsz PW. Larrea F, Zamhmno E. 
Protcin rcstriction during pregnaocy affcct.s malernal liver lipid melabo­
lism and fetal bmin lipid composition in the rm. Am j Physiol E/U/oal/101 
Mcuw 298: E270- E277. 2010. FiThl published November 17. 2009: 
doi: 10. 11521ajpendo.00437.2009,-Suboptimal developmenlal enviroo­
menlS progmm offspring 10 lifcloog mel~l bo¡¡c problems. The aim of 
Ihis slUdy was 10 determine the impacl of protein reslriction in 
pregnancy on malernalliver lipid melabolism al 19 days of gestatioo 
(dO) and its efTccl on felal brain dC\·clopmcnl. COnlrol le) :md 
reslrklcd (R) rnothers were red wilh isocaloric diels comaining 20 alKl 
l ()1)f. of easein. Al 19 dO. maternal bloCK! and li vers and fela! li"ers 
and brains were collected. Serum insulin and leplin levels were 
delerminate in mothers. Maternal and fet<l l li\'er lipid alKl feta l bmin 
lipid qu¡mtilicmiun wcrc pcrfunncd. Matcm<ll livcr mKl fetal bmin 
fall y acids were quantilied by gas ehromalOgraphy. [n mothers. lh'er 
desaturase and elongase mRNAs were measured by RT-PCR. Mater­
nul body and li\'er weighls were similar in bolh grollps. However. fal 
body composilion. inc1uding ¡¡ver lipids. was lower in R molhers. A 
higher fasling ¡nsulin al 19 dO io the R group was observed (C = 
0.2 ::!: 0.04 vs. R = 0.9 ::!: 0.16 ng/ml. P < 0.01) and was inversely 
rdalcd to carly growth retardalion. Scrum lcptin in R mo\hers was 
signifieant ly higller than thar obscrvcd in e r"JIs (e = 5 ::!: 0.1 vs. 
R = 7 ::!: 0.7 ng/ml. P < 0.05). In addilioo. prolein res trietion 
significantly reduced gene expression in 111ate.mall iver of desalUrases 
and elongases and Ihe eoncenlmlion of ¡¡rachidonie (AA) and doc'O­
sahexanoic (DHA) aeids. In fe\lls fmm R mOlners. a lo ..... body weighl 
(e = 3 :::!: 0.3 \·s. R = 2 :::!: 0.1 g. P < 0.05). as well as liver and brain 
lipids. incJuding Lhe conteot of DHA in Ihe brain. was reduced. This 
stlldy showed Ihal protein restritl ion during pregnuncy may nega­
lil'cly impatt nonnal felal brnin dc\'cloprnent by changes in maternal 
lipid melabolism. 

progrnm ming; developmem: docosahexaenoic ~Ici d: ar.lehidonic ~Icid 

HUMAN F.Ptl)F_'"OLOGtCAL (28.3 1) and experime nla l animal slud­
ies ( 16. 23. 25) have shown Ihat a suboplimal environmenl 
c ilher in Ihe womb or early in Ihe nconatal life altcrs growlh 
and prcdi sposes individuals 10 lifclong hcallh problcms. Ma­
ternal d ietary defi ciencies in pregn:lncy resul t in multiple 
adverse oulcomes in the offspn ng (3. 12). Felal growth de­
pends mostly o n the amOU1l1 and type of nutrienlS o btai ned 
from Ihe mother. Therefore. the mother mU~ 1 adapt her metab-

Addm., fur reprim relj llel>lS ;md olher oorrespoOOeoce: E. Ztmbranu: De· 
panamemo de Biologia de I:t Reproduccion. In,titulO Naeional de Ciendas 
Medicas y Nutricion Salvador Zubimn. Va..co de Quimga 15. Sección XVI. 
Tlalpan. 14000. Me~ico Cily. Mexlco (e-mai l: ·l<lml!on@servidor.unam.m~). 

o lism 10 suppon mis cooli nuous draining o f Subslrales. The 
effecls o f an altered intrn uterine environment can be passed 
Iransgeneralionally by e pi gcnclic mechanisms invol ving 
changes in gene ex pression (4 1). During late gestation. mater­
nal liver plays a central role in whole body lipid melaoolism. 
Malernal Iriglycerides (TG) are nOI transporled iOlael across 
the placema. whereas free fan y ac ids (FAs). includi ng long­
ehain polyunsaturaled fally acids (Le-PUFAs). can be Irans­
ported (32). Therefore. a defi cient maternal FA inlake. partic­
ularlyessential FAs (EFAs). may have imponant consequences 
o n feta l m<ltumlion and poslnala] dcvelopmenl. 

Arnchidonic acid (AA) and docosahexaenoic acid (D HA) 
eonslilule lhe major Le-PUFAs in brain tissue and are impor­
tan l struetural eomponents of the central nervous system . Low 
eonten! of AA and DHA is associmed with abnormal prenatal 
and postnalal devclopmcnt of relina and brain (24). Thesc FAs 
Iransferred across the place nta are accu mulated in brai n duri ng 
fetal developmenl (34). AA and DHA are formed from the 
d ietary linoleie acid (LA) and a -lino lenic acid (LNA). respec­
tive ly. by a series of altemating desaturation and elongation 
reaclio ns 10 fom1 Le-PUFAs (37). Malern <l l liver is probably 
Ihe main source for fe lal brain LC- r UFAs. since no measur­
able aCl ivity 01" fetal liver and placenta desm urases has been 
found (30). In the rato downregulal ioll of A6 desmurase (A6D) 
in Ihe liver 01" maternal prole in deticie ncy during pregnancy has 
becn rcponed (9). and a reduclion in malcrnal d iclary prolein 
intake in pregnancy resulled in a lower concentration of DH A 
in mmernal liver and plas ma and impaired accumulation of 
DHA ioto fetal brai n phospholipids (5). In the sheep. maternal 
nutnent restriclion (50% of regular foad imake) from early to 
midgcslalion madi/ies lhe pro files uf Le-PU FAs in felal l issues 
(43). However. to o ur knowledge. li lt le attenl ion has been paid 
10 studyi ng lhe e ffects o f murient restrict ion on maternal 
liver lipi d melabolism during pregnancy. \Ve hypolhes ized 
Ihal materna l dielary prote in restric tion in Ihe abse nce of 
any change. e ither qua li lat ive or q uam ilati ve. in Ihe fa l 
conlent o f Ihe d ie! would lead 10 lowered DH A and AA 
co ncemrations in Ihe materna l li ver. the key sile of Le-PUFA 
synlhesis. Si ncc Ihe fe lus has a low abilily 10 synlhcsize mese 
essential falO;¡ , we fu rther hypolhesized that fetal brain eoncen­
Iralions would also be reduced. Although brain developrnen! 
spans the fetal and neonatal periad in bolh altricial specics such 
as radents and precocial species such as rnan, early develop­
ment is a periad marked by rnyel ination in cril ical arcas of lhe 
brai n such as ¡he conexo 
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Torres N, Bautista CJ, TO\'flr AR. Ordáz G, Rodríguez-Cruz M. 
Ortiz V, Gmnadus O, Nathaniclsz PW, Larrea F, Zamhmno E. 
Protcin rcstriction during prcgnaocy affCl'b malernal liver lipid lUelaoo.. 
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Me/ah 298: E270-E277. 20\ 0. First publishoo November 17. 2009: 
doi: 1O. 11521ajpeodo.00437.2009.-SuboplimaJ developmemaJ envimn­
mcms progrJIll offspring 10 lifclong melabolic problcms. The aim of 
this study was to determine the impacl of pmtein reslrktion in 
pregn:mey on maternalliver lipid metabolism al 19 days of gestation 
(dG) and its efTcct on fetal brain dC'iClopmcnl. Comrol le) aOO 
rcslricled (R) mothcrs wcre fed with isocaloric diels eomaining 20 ¡md 
10% of easein. At 19 dO. maternal blood and li\'ers and fetallivers 
and brains were eollectoo. Serum insulin and leplin levels were 
detenninate in mothers. Maternal aOO feta lli \'er lipid aOO fetal bmin 
lipid qumllifit:miun wcn: pcrfunncd. Maternal liver and fetal br.tin 
fmt y acids were quantified by gas chromatography. [n mOlhers. ]jl·er 
desalura.<;e and elongase mRNAs were measured by RT-PCR. Mater­
l1ul body and li\er weights were similar ¡n bolh gmups. liowever. fal 
body composilion. induding livcr lipids. was lowcr in R mothcrs. A 
higher fasling insulin al 19 dO in ¡he R group was observed (C = 
0.1 ::!: 0.04 \'s. R = 0.9 ::!: 0.16 ng/ml. P < 0.0 1) and was inversely 
rclatcd to carly growth rctardation_ Scrum lcptin in R mothcrs was 
signific¡¡ntly higher Ihan thm obscrvcd in e rats (e = 5 .::':: 0.1 "s. 
R = 7 ::!: 0.7 ng/ml. P < 0.05). In addition. prOlein restriction 
significantly reduced gene expression in maternalliver of desaturases 
and elongases and the t:OncentrUl ion of arachidonic (AA) and doco­
sahexanoic (OHA) acids. In fetus from R 11100hers. a low body weighl 
(e = 3 ::!: 0.3 vs. R = 2 ::!: 0.1 g. P < 0.05). as ..... ell as liver and brain 
lipids. including Lhe cantent o f DHA in the brain. was reduced. This 
study showcd thal protein restri tl ion during pregnancy may neg.a­
livcly impact normal felal brain dc\'cl0plllcnt by changes in maternal 
lipid metabolism. 

programming; dcvcJopmcm: docos¡¡hcxaenoie :¡cid: arJchidonic ¡¡cid 

HUMAN F.PII)E.\110LOGICAL (28, 3 1) and experimental animal stud­
ies (16. 23. 25) have shown Ihm a suboplÍmal environment 
cithcr in ¡he womb or early in ¡he neonatal life al tcrs growth 
and predi sposes indi viduals to lifelong health problcms . Ma­
lernal dietary deficiencies in pregn:ancy resu ll in multiple 
adverse outcomes in the offspnng (3. 12). Fetal gro\Vth de­
pends most ly o n the amount and type of nutrienL<; o brained 
from Ihe mo¡her. Therefore. Ihe mother must adap' her metab-

Addre,;s for repfim n:q uc_IS anll otht::r com:'lxJlldellCe: E. ZambrJ llo: De­
part:mlt'nIO de Biologia de la ReprO<luccion. In, lilOlO Nacional de Ciern:ias 
Medicas)' Nutricion S3Jvador Zubimn. V:..o;eo de Quimga 15. Sección XVI. 
Tlalpan. 14000. Me~ico Gly. Me~ico (e-mail: zamgon@serv¡dor.unam.m~). 

o lism 10 suppon this conti lluous draining o f substrales. Thc 
effecls o f an altercd intraUlerine environmellt can be passed 
transgeneralionally by epigenelic mechanisms involving 
changes in gene ex prcssion (41 ). During late geslation. mater­
nal liver plays a central role in whole body lipid melaoolism. 
Matcrnal triglyceridcs (TG) are nOI transponcd inlacl across 
the placenta. whereas free fall y ac ids (FAs). inc1 uding long­
chain polyunsmurated fally acids (LC-PUFA s), can be trans­
ported (32). Therefore. a deficienl maternal FA inlake. partic­
ularlyessential FAs (EFAs). may ha"e imponant consequences 
on felal muluration and postnatal development. 

Arach idonic acid (AA) and docosahexaenoic acid (DHA) 
conslilutc thc major LC~PUFAs in brain tis.'\Uc and are impor­
tanl structural componcnts of che central nervous sysle m. Low 
contenl of AA and DHA is associmed wilh abnormal prenatal 
and postnatal dcwlopment 01' retina and brain (24). These FAs 
Iransferred across Ihe placenta are accumulalcd in brain during 
fet al developmenl (34). AA ¡¡nd DHA are formed from lhe 
d ietary linoleic acid (LA) and o: -linolenic acid (LNA). respec­
tively. by a series 01' altemaling desaturalion and elongation 
rcaclions 10 fom1 LC- PUFAs (37). Mate rnal liver is probably 
Ihe main source for fe lal brain LC- PUFAs. s illce no measur­
able aClivily 01' felal liver and placenta desaturases has been 
fo und (30). In the rato downregu lalioll of A6 desaturase (A6D) 
in the liver ofmaternal prOle in deficiency during pregnancy has 
becn rcported (9). and a reduclion in malernal dictary protein 
intake in pregnallcy resulted in a lower concentration of DH A 
in malernal hver and plas ma and impaired accumulation of 
DHA inlo fetal brain phospholipids (5). ln Ihe sheep. maternal 
nUlnent restriclion (50% of regular food intake) from e:arl y 10 

midgestation modi/ies the profiles uf LC~PUFAs in fetal tissues 
(43). However. lo o ur knowledge. liule allention has bcen paid 
10 sludying the e ffects 01' lIlurie nt restricl ion on malernal 
li ver lipid mctabolism during pregnancy. \Ve hypothcsizcd 
Ihal malerna l dietary prote in reslriclion in Ihe absence of 
any c hange. either qualilati ve or quantilal ive. in Ihe fa l 
conlent of Ihe d ie! would Icad ro lowered DH A and AA 
conce ntralions in Ihe maternall iver. Ihe key site of Le-PUFA 
synlhesis. Since Ihe fe lus has a low abilily 10 synthc.<; izc these 
essential fal", \Ve further hypothesized thal fe lal brain concen­
lralions would also be reduced. Although brain de\'elopment 
spans the fetal alld Ileonatal period in both altricial specics such 
as rodents and precocial specics such as man, early develop­
ment is a pcriod Illarked by myelinatioll in cril ical areas of the 
brain such as ¡he conexo 

E270 Ot9)·18-.l9/ IO $8.00 Copyright f) 10\0 Ihe American Ph)siological Sociel)' hup:!/wl\'l\ .ajpendo.or¡; 



124

MATERNAL UNDERNtrrRlTION AND FETAL I:IRAIN 1)F.VEtOPMF...NT E27 1 

METlIOI)S 

Can' (mi l Maiml'IUJllc,' o[ Allillllll$ 

AII procedure ~ werc 3ppm\'oo by lhe An j lll~1 8;ptrimemmion 
EtllÍcs eonunincc uf lhe InstilUlO N:II:iun~1 de Cienciu$ Medicas y 
Nutririon. Sah'ador Zubiran (INNSZ). Oelails of malemal diel. breed­
ing. uoo m,m,tgCnlCnl uf Ihe c~pcrimcl1l,tl gl'Ullps uf offspring ha"c 
bccn publishcd in dela;1 (42). Briel1y. mOlhcrs werc virgin female 
albino Wislar r~IS agoo II ::!: I wk and weighing 240 ::!: 20 g. obtaincd 
fmm lhe INNSZ. l'en13lc mIS w;lh regular cyclc.~ wero mainmined on 
Purinil 5001 nxlcm diel ami undcr comrollcd lighling (ligl1l5 on from 
0700 10 1900 m 22_2)OC). Eiglu~'en fcnmle miS wero mmed o\'t~m ighl 

wi(h pro\'cn male brt.'eders. and lhe day 011 ",hieh ~pcnn:lIol.Oa were 
prescnl in a v3ginal sme~r W 3Ji dcsign3!Cd as Ihe day of conceplÍon 
«(111)' O). Only r.,ls Ih;u were prcgn,ull wi thin 5 days of introduction o f 
Ihe malc were fClainol in lhe S!lIdy. I'regnanl mis "'efC lmnsfcrrcd lO 
indh'idu¡l1 eages and allocaled al r~ndonl 10 one uf 1"'0 gmullS 10 be 
fed ei!her ,t 2W cascin [conlml die! (e ): 11 = 7 ) or 10'l> c,tscin 
i$OCalo rie diel [rc51riclLod diel (R): tt = ó) (42). RalS werc weighcd 
d,tily and during Ihe sludy had ft'l!e acce~s 10 Ihe e~pcrimenlnl die! nOO 
waler. Food wa~ pro\'idcd in lhe fonn of large. nal biscuits lhal were 
rcwit1('d behind a grill Ihroug.h whieh ,he r~I S nibbkd Ihe food . T he 
amount o f food plUvid .. "d eac:1I day was wcighcd. 3S WIIS Ihe m1l0 um 
re muining arter 24 h. Food imate was abo measurcd in s i~ fcrt1alc 
age-matched oonpregnant miS. Al 19 days of geslalion (dG) ( 19 W:LS 

ehosen as ¡¡ dly reprcsenl~li \'c of lale geslulion bUI l)efOfC enoogh of 
Ihc QCcurrcnec of e,'ems 1cading 10 p'lnurition). al 6 AM. (000 was 
remO\<cd fmm ]ll1.'gtlllm r~IS. On Ihis da y. bNwct'n 10and II AM (4-h 
fasling). pregnanl r.us ",ere mpidly eUlh,uli'ted by dccapilnlion by 
expcrieneoo pcrsonncllmit1('d in lile pr<Kt:durc u~iog 3 rot1cm guillo­
line (Thomus Scicnlific). To ensure hotl1ogcncity of sludy subjccIs. 
liners ofmorc Ihan 12 or Ic,,-~ lhan ciglll pups " 'cn: e.:r;c1uded fmm lile 
sludy. Trunk bloOO was eol1ccled iOlo polyelhylene lubes and :l l1owed 
lO clot al 4°C foc I 11 and eemrifugt-d al 1.500 g fOf 15 mio m 4°C; 
aftcr Ihal. -M'rum was slorcd ,ll - 20°C unlil a~~tyt-d. Malcmalli\'ers 
were disscctcd. cle,tu~-d. wcighcd. aud frolen m - 75°C, Abdominal 
rnidlinc inl'ision was pcrfo nncd. lile 1I1crioc horos were e.\poscd. 300 
ernbryos WefC delivcrcd :lli\'c. countcd. ¡!nd " ·e ighed. E<tch placcnta 
"'as c1eaned and " ·eighcd. and lhe diameler " 'as mcasul"-od wilh 
calipcrs. Felal br~in and li"ef were i$olaloo. weighoo. ;tOO ]>00100 per 
liner :lI1d immedialely frolen in liquid nil rogen fOf funher dclermi­
nmions. Tllc neoo 10 pool lissucs ffom all felUscs io lhe liller prceludt-d 
Ihe abili!y 10 analyze oulcomes according 10 offspring ~x. 

Cf/fT'(lS$ mmIX/IIf'lI/s. After being ",cigho:d (wel weighl). e,leh 
e arca~s was chopped imo $m311 picces . placcd in a larcd bcater. and 
dricd al 60°C 10 con~ lant weighl. The wcighl loS! is eons idercd 10 be 
body ",aler. Thc dried carcasscs " 'ere ground up. and aliqllOls wcrc 
laten fUf lipid dctemlinalion by lile So~hlet me thod ( I). 

ul"iu rllllioimllllIl/IHI.<JtI,l·. Matcrnal scrunl leplin concenlralÍon 
was delennine d by r.!dioimrnuno;¡s.,ay (RIA) using a t-ornmcn:ial mI 
kil fmm Linco Rescarch (SI. e h,trles. MO). c al . no. RL-83K. wilh 

T able 1. "'''memal ('//{/f{¡cleris/io m 19 dG ill rll/J Inl 
('oll/rol (20% I"'o/ein ) or re.wric/ed (/0% ,,,O/ein) din 
1/l/rill8 pregtllltl cy 

Rooy wci¡¡hl. g 
Rooy fat. g 
LiH-r ""ighL g 
U"er lipid,. m~IOO mg 

C"",roll~ a 71 

31 4 ~ 13 
9.2 ~ 0.44 

12.1 :!; 0.7 
6.3 :!; O.o.t 

305 :t 12 
6.M :t 0.3 t 

llA:!; 0.5 
4.7:t 0.01 * 

R",u ll~ a~ mCan, :!: SE. lIG. day~ uf ~'C.'I~IH:m. *p < 0.05: t P < 0.001 ",. 
rontrul. 

Table 2. Mmemal biochemical/wrlllllners tI/ /9 dG in mIs 
[ed cmtlrol (20% !"O/án) or re.I'II'ic /ed ( /0% ¡1ff!lein ) din 
tll/ril/g ,"I'gtt{//rl~l' 

C<l<IIh>l ( .. .. 7) 1k..tn<1Cd 1" .. (» 

Glucose. mg/dl 64.S:!: .l.S 5-I5 :!: 11.7 
In,ulin. n~ml 0.19 :!: 0.0-1 O.tIlI :!: 0. 16t 
!.eplin. ng/ml 5.05 :!: 0.13 6.9 :t 0.7* 
TnglyC\'ridcs. mg/dl 237 :!: J2 239 :!: 13 
ChoIe>lerol. mg/d l 44 :!: J.9 42 :!: 1.6 
ltDL mg/dl 23 = 0.11 24 :t 2.3 
LD!.. rugldl 16A :!: 2.9 13.2 :!: 1.5 
VI.D!.. mg/dl .J .6 :!: 0.1 4.8 = 0.5 

Rc'u\IS art' n",anS :!; SE. . " <: 0.05: tP <: 0.01 ,-o. cornrol. 

d~lcclion limil 0.5 ng/ml. lIsing 1 00-~1 sampl C.'l. E;lCh sc rum s:unple 
wa~ asSll)'ed in duplicate. TIle il1lra · and inlemsSlly cCH:flicienls uf 
varimions ",ere < 4 aOO < 5%. Te.'>[x:1:li\'ely. 

ltt.tu/iu RIA. Scrurn it\sulin cuOCt'nlr.uiotl was dClcrmincd by RIA 
using commercial r~1 tilS fmm Lineo Rcscarch. cm. no_ RI -13K. E;lCh 
scrorn s::rrnple W;ll, dClennint'd in duplicale . 1ñc ¡nlr.!· and intemssay 
eocfficiems of \'~rimions ""cre < 4 anct <6~. resp<-'Cli\'ely. 

H!ood g il/tus/' 1II/'IISl/reml'lII. Serum g lueose eotK:entmlion W,lS 
dCI~m,im:d spcclmphotomclrically using Ihc enlymmic hc~otinasc 
rnclhod (Bectman Couller. l'ullenon. CA). Inlra- anu illlcT'J.ss.ay 
cocfficienlS of v~rimions were < 2 :lI1d < 3%. resp..'Cti\'ely. 

U/Jid tII,-aSIIfl'tII/'tIIS. Serurn TG. HDL. LDL. VLDL. :md choles­
lcrol ",cre dclem¡it1('d enlyrnalically wilh Ihe Synchron CX aUIO 
anal)'zer (Bectman Cou!ter). 

FA Atwlysis 

Tot:ll lipids werc C}l lrdCl~od from maternal li" cr by Soxh1c! melhod 
( 1) and felus bruio and li\'er 3ceording 10 lhe: mClhod uscd by Folch el 
al. ( 1)). with :-.ollle modificalions. Thi ~ sample wa.~ homogeni7.cd wilh 
500 Id of 0.9'''' NaCl and 1 mi of ,hlorofonn-mc!hanol (2: 1). Aflcr 
lhat . elllrJct ion of FAs was ~'arried out with Ihe addiliun of chlomfonl1 
(3 X 2 mI). The organic phasc was pooled. and 120- 150 )11 of 
mClhanol was addcd until organie pha..c lumed lransparent. and Ihcn 
I g of Na~SO. was added :rnct \'onexcd. The org:tnic ]lllase was 
Imnsfcrred in a ncw lube and C\'apomlect undcr a MIl':lIn of nilrogen. 

PrtlHmuilH/ o[ FA Me/byl E.~ltr.f 

Two mi11ilile rs of mClh:l/1ol. 100 )11 o f loluene. ¡tIld 40 )11 of 2% 
rnelhanolic s ulfuri c acid were added 10 lhe above residue aud heatcd 
al 9O"C for 2 h. Afler Ihm Ihe lubcs \\'ere placcd on icc. ,tnd I mi of 
5% NaCl wa~ addcd. FA rnelhyl CSICfi; (FAME) WCIl' c~lrnclol w;lh 

Table 3. %Flltl,\' add~' itl Ilw l/Iall'l't1alliru m /9 dC itl mIs 
led cmurol (20% !"OIeitl) o/' renrie/ed (10% l1roleitl ) diel 
l/uril/N I'regl/WI(I·. 

... r-.lIy"",d Control R<>lnm 

C12:0 !.aune 0.2 ::!: O.IX> NI> 
C14:0 MyriSlic 1.5 ::!: 0.5 1.6:!: 0.7 
C16:0 I~tlm;tic 33.3 :!: 3.0 33.9 :!: l.l 
C16:1 1~~lmitolde 2.4 :!: 0.2 2.3 :!: 0.3 
CIlW Slearie 21A =- 1.1 26.1 , 1.0· 
CI8: IOIe ,e 26.0 =- lA 21.8 =- 1.3. 
C 18:2 Linoleic 8.1 :!; 0.7 9.1 =. 0.4 
CI8:J I.inoknic 0_ 1 5~ = 0.02 0. 188 =- 0.02 
C20:3 Arnchidic 0.3 =- 0.0 1 0.2 =- 0.01 ° 
C20;~ A"'.l\Ohidonic 5.3 :!; 1.6 3.9 =- 0.6· 
C20:5 Ekma¡xnlac:tlOjc 0.2 :': 0.1 0.3 =- 0.01 
C22:6 l)Qro,.ahe~:>enoic 1.2 =- 0.06 0.8 :!: 0.07° 

RC$uh, ~n: n\CaoS :!: SE; n - 5. ND. IlOl dcu,,,'abk. °1' <: 0.05 "'. rontroL 
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MATERNAL UNI)ERNtrrRIT ION ANI) FETAL I:IRA IN I)EVEtOPMf.NT E27 1 

METIIO I)S 

Cure (/ml "'{lÍu/e/Ia/Ir" tlf AI/il/mls 

AII procedul\'~ were apprt)\·~'tl by Ihe Allim~1 EXpo.'rimemalion 
Elhics Commiucc uf Ihe lnsliwlO Naciun~1 de Ciencias l\'kdic:tS y 
NUlririOll. Sal~ador Zubimn (lNNSZ). Detaib of nllltemal dicto bret.'tl· 
iog. ~OO m~n~¡;enle111 of Ihe e~pcrimemal g!'Ollps of offspring hal'e 
been publishL'(l in dela;1 (42). Bricfly. mOlhers were virgin female 
,l lbino Wi.qar rJI~ aged 11 ;!: l W" ;\lId weighing 24() ;!: 20 g. Obl:li'lt'tl 
frt)m lhe lNNSZ. l'el113le rms wilh regular c)'des wl.'re 11l~inmjncd on 
Pllrirm 5001 rodcm diet ami under (:omrolkd 1ighting (ligllls un From 
0700 11) 1900 m 22-23°C). Eighk'en fcmale rlUS Wl're rnmed oventiglu 
with pro\'CII ma1c brt.'eders. and lhe day on \\-hieh slx:nnmol.o;l were 
presem in ;1 vaginal smear was dc~ignaled as Ihe day of corn:cplion 
«(lay 0). Only mIs Ihóll were pregnanl within 5 d;lys of inlRXIucliun u f 
Ihe maJe lI'erc rctainl'1.l in the slIldy. J>n:gnnm mis werc lran~fcrrcd to 
indi\'idUótl eages and allocal~d al r:mdom 10 une of IWU j!roul'" 10 be 
fed eilher :1 200 casein Icontrol diel (C): /1 = 71 or 10% cm;c;n 
iwcalmic diel [fC1>lricted diel (R): Ir = ó] (42). Rals were weighcd 
daily and during Ihe sludy had free :lccess 10 Ihe experimenlal diel aoo 
waler. Food was prul'ided in lhe fonn of large. nal biscuits Ih~l were 
fCtaincd bchind a ~rill Ihroug.h whieh rhe r~I S nibblcd Ihe f<.lOd . Tite 
anlOtlnt o f foud plU\'idcd e:~h day was wcigl1ed. as was Ihe amuunl 
rentajnin~ afler 24 h. F,!Od imate was abo ntea .. ,ure<J in six femaJe 
age·malchcd oonprcgnant mIS. Al 19 days of gcslaliorl (dG) (l9 was 
ello~en as a day rt'prcsenlative of lalc gc.slalion bUlllcforc ellou!;h o f 
Ihe ocellTT<:nce vf evcnts 1c"ding IV panurilion). al 6 AM. foud was 
remol'ed from ]lregna111 r.U~. On lhis d3y. b!'1",ccn 10and 11 AM (4·h 
fas ling). pregmUlI r .. ls ",ere mpidly eUlhnniled by dccapiMion by 
l"xpcrieneed pcrsonncllmincd in lhe pruct:dure Ilsing a rodcm guillo· 
line (llIonms Stienlific). To ell~ure homogeneily of sludy subjecls. 
lincrs 01' mure lhan 12 or ll"s.~ lhanl"ighl pups " 'cre cxc1udcd from lhe 
sllldy. Trunk bloud ",as col1ecled illlO polyelhylene luhes and al10wcd 
10 c1u1 al 4~C for I h and cenlrifugt'tl al 1.500 g for 15 min al 4°C: 
afler thal. scru rn wa~ Sh)rcd:.1 - 20~C umil ~S!lyt-d. M:l!cmalli\'er!; 
were dbsected. clcaJll.-d. weighed. nnd frOlen ni - 75°C, Abdomin;tl 
midline in(:i<i(1II was pcrformcd. lhe tUcrine homs were exposed. :100 
embr)'os wcre deli\'ercd alive. eounted. and ",cighcd. EólCh placenl:l 
was c1eancd and "'eighed. and liJe di:lmeler was measun."d wilh 
calipers. FC1al broin alld li\'er were isol;1led. wcighed. aud pooled per 
liller and immedialely frolen in liquid nilrogen ror funher delenni· 
nalillns. Thc neL'tl IU p001 I is~l.lC' from a1l fe!tl~e$ in lhe lillcr precludL'tl 
Ihe abilil)' 10 anal}':te OUlellrnes 3Cl'ording 10 off~pring seX. 

Cm\'(lJ)' rum/J{J11I'/II'\ Afler bcing weighcd (wct wcighl). each 
cmt:a~s wa, chopped imo ~mal1 picccs. placed in a lared bc3ker. 31td 
dricd óll 6O~C lo eonSlan1 weighl. 111e wcight 10M is cort;¡idcrcd 10 be 
body water. The dricd carcaS5CS " 'ere grollnd up. and aliqllO!s werc 
taken fUf lipid dclemli!l;.tiulI by lhe Soxhlet melhod (1) . 

u/'/;u rll/l;O;mllllll/lI(I,' .. (I.\·. M~lemal scrum leplirt conrxntmtiun 
was de!cnlli'Jed b)' ntdioimrnunoa~,ay (RJA) u-,ing a l'()lIlIncn:ial rol 
kit from Lincu Rescarch (SI. Charles. MO). cal. no. RL·83 K. wilh 

T able 1. MlIIemal cf¡af{¡{'leris/icJ iII 19 dC ;" rlllS ¡ni 
cOlllml (20% I}ro/eill ) (Ir re.\'frie/ed (10% I,roldll) di('/ 
tlurillg preg/lllll(,)' 

ROOy wcig~l. ~ 
¡¡",,I)I fal. g 
LiH'1' "clghl. g 
Lhcr Jipid,. OIg/IOO 018 

e_rol (~ .. 7) 

3J ~ .:!: IJ 
9.2 :':: 004.\ 

12. 1 :':: 0.7 
6.3 .:!: O.Q.I 

305;, 12 
6.8 :!: 0,3t 

11..\ :!: 0.5 
4.7.:!: 0.01 * 

Re,u] !., a", OIcan, .:': se lIG. "ay' "f gc.<WIÍOl1 . • p < 0.05; t P < 0.001 ,.,. 
l'Onrrol. 

Tablc 2. Mmenwl biochc/l/iml/mrtllllelers (1/ 19 dG i" mIs 
fed cOlllro/ (2fYK. WOleill) or re,\'tfiC/ed (/Oo/r Wvreill) dil.'l 
dl/fillg IJ/'l'g"(lIIl~\' 

C<K'l\ftll (n .. 7) Ro»n<1<d (~ .. 6) 

Glur:ose. m¡;ldl 64.5.:': .1.S 5-1 .5.:': 11.7 
]n,ulon. ng/ml 0.19 .:': 0,0.1 O.8lI .:!: 0.16+ 
l.epcin. ng/ml 5.0S.:!: O.U 6.9.:!: 0.7-
Trigl)'(,'erilk!s. mgl"l 237 .:': J2 239 .:': IJ 
Cholt>olcrnl. mgldl .\.\ .:!: 3.9 .\2 ;':: 1.6 
!tDL. I1lgldl 23 .:!: 0.11 24 :!: 2.3 
I.DI..lllgldl 16.4 .:': 2.9 13.2.:': 1.5 
VI.DL mg/dl .\ .6 .:': 0.1 4.11 :: 0.5 

Re,ul" 3"' n"'3nS .:!: SE. *1' < 0.05; t P < 0.0 1 I·~ . control. 

dw:ctiun Jimil 0.5 ng/ml. using 1()l).¡.¡.1 samples. Eaeh serum s:unple 
was as~ycd ill duplica1e. lñe irllm· alld ;lIlemss:ry eQCfticieol~ uf 
\'arimiort.\ " 'ere <~ aud <5%. rc~Ix."Cli\'ely. 

III.tu/i1l RM. Seruln imiu1in eurtCcll lrJtiun was dClermint.'tl by RIA 
IIsing eommercial r~1 "its from Lineo Rescurch. cm. no. Rl - 13K. Eo'tch 
scrum sarll ]lle w;u, dClcnn;n~'tl in dllplicalc . lñe inu-.. • and inlerusSlJy 
eocfficicms of \'nrimiol1s were < 4 ami < 6%. respecti\'ely. 

Hlood gluCilse IIII'l'SUH!ml'/II. Serum glul'ose cOllCCmmtion ",as 
dClermincd Spcclropholornclrica1ly IIsing Ihe cnlymalie hexokinasc 
n~thod (lkeklllan COIl1t~r. Fullenon. CA). llur:,· alld inlcrussuy 
eocffieiellls of varinliolls wete < 2 ;Ind < J%. fesp..'ClivcJy , 

Li/JitlmeaslIremems. Scrulll TG. HDL. LDL. VLDL. amJ choles· 
lcrol ",ere dclemlincd enlymalically willl the Synchmn ex aut!) 
all~lyzer (Bee"rnan Coultcr). 

FA AlI(llysis 

Tm"J lipids werc e.~trdCled from rnalem31 lil'er by Soxhlel methocl 
( 1) and few~ bmin amI li\'er according 10 lhe nlClhod uscd by Folch el 
aL ( 13). with .'>OrlIC rlIodirk:l!ions. This ,aUlple was homogelli7.~'tl Wilh 
500 I.d of 0.9% N¡IC! and 1 mi of ~·hloroforrll·metharl<.ll (2: 1). Afler 
Ihat. eXlrJclion of FA~ was carried oot with Ihe additiun of l'hlorofoml 
(3 X 1 mI). 111e urg,lIIk' phase was poolcd. and 120- 150 111 uf 
rncthanol was addcd umil org:lnÍt: pllase lumoo lrun~p;¡renl. and then 
1 g of Na~SO. was added arld \'one.~cd. The ol'¡;:mic pllase was 
Imnsferred in a ocw lll be :md c\'apomlcd undcr a ~Ircam of nürogen. 

Pr('/HJf'(IIi1m <Jf FA f>!/'I/¡Y¡ E,~I .. r,,· 

Two rni11ililcrs of nIClhanuL 100 ,.\.1 of lolucnc. und 40 ,1.1 óf 2% 
rnelhanolic sulfuric ¡¡cid wcre added lO lhe aool'e residue and hcaled 
al 90°C for 1 h. AFler lh:11 Ihe lUbcs were placcd on ice. and I 101 of 
5% NaCI wu~ adlled. FA rnelhyl e,lers (FAME) ",ere eXltaclcd Wilh 

Table 3. %FlltI." acids i" /he /lllIlt'f/1l1{lil'l!r m /9 dG i" mIs 
fed mil/rol (20% {,rowill) o/' re~'lriCled (/0% {,rotán) diel 
dl/fillg "r"pWIlt')'. 

.. r'3l1y ~J Cunlrul 1'1"",,<10<1 

C12;() !.aurie 0.2 .:!: 0.()6 NI) 
C14:0 M)'ri~lIc 1.~ .:!: O.~ 1.6 .:!: 0.7 
C16:0 1~II!!liric 33.3 .:!: J.O 33.\I .:!: I.l 
C16:1 l'almilolck 2,'¡ .:!: IU 2.3 .:!: 0.3 
CIRO Slc""e 21.J :':: 1.l 26.1 !: 1.0· 
ClIU Ole .... 26.0 :':: 1.4 21.11 ~ 1.3" 
C 18:2 Unolcic 8.1 ::!: 0.7 9.1 .:!: 0.4 
Cl8:3l.irnrknic 0. 158 .:!:Om 0.1 ~8.:!: 0.Q2 
C2!):3 Amchidie 11.3 ::!: 0,01 0.2 ::!: 0.01 ° 
C20:J Ar"",hidonic 5.3 .:!: 1.6 3.9 .:!: 0.6-
C20:~ Ekm~P<'nl:IeIIUic 0.2.:!: 0.1 0.3 j: 0.01 
C21:6 1)Qru,;ahe.\:.e ..... k 1,2.:!: 0.06 0.8 .:!: 0.01· 

Iotc<~h, 11", ".can, .:!: S~ " - 5. ND. lI<!l dct""1~bk. °1' < 0.03 "~. ~<Unlrol. 

AlP·f.ulwriIllJ1 Mflllh . \ ·OI.:!YII · Ff.B~IlA~Y .!OIO · ,,·ww.ajpcndo.olll 
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Fig. 1. M~lCmalli,w 'Iearo)l-Cot\ de,aturase-I (SCD-I) rclal¡'·c abunlbnce gene e~rrc",ion by real-I;me PCR a" .... y (A) alld ~fa((y :>lid blcarie and ole;"') by 
gas chronunogr,lphy (8) al 19 lb)"' of l.'e.,(.aI;on (dG) (lf 011' red mOlrol (C; 2(» prole'n) or rc.!riclcd (R: ICi"lo proIeio) die! during rrcgnancy. Means :!: SE: 
" - 5. el' < O.OS vs. C. 

hexane (3 x 2 mi ). and mixture was ccmrifugcd al 1500 g for I mino 
Thc organic phase was poolcd aOO e'·apormcd under Slream of 
nilrogen. Two huOOrcd micTolilers of hcxane was addcd (O lhe 
d;lrk-colored residuc aOOlhen ccnlrifugcd al 1.500 8 for S mino The 
clear sol",ion " ' 3S injl'ell'd in Ihe chromalOgr,¡ph. Thc FA analy~is was 
C¡¡rried oul in an Agilem model 6850 gas chrormllogrJph equip¡x'd 
wilh a Ilamc ioni¡wlion dClcclor. aOO ¡¡ulom;!!;c ~pl il injcclion WólS 
C;lrried OUI using an Agilcn! 68S0 aUlOsamplcr. Thc ehromalographic 
columll was ¡III 1·IP-INNOW:IlI. capill¡lry colunlll (30 m. 0.2S Inm,0.2S 
JJ.m ) (J & W Scienlific). Olle huOOred Iwent)'-fi\"e micnlgrJrns of 
hcplatk'c;lr1ok xid as inlemal ~r:U1danJ was added 10 100 mg of li swc. 
A s.a mplc of 1 III W:L~ injCClcd in Spl;l mode (50: 1) al 2S0°C. The 
carrier gas was helium wilh a l'OlIslamlinear \"elocÍl)' of 2J cm/s. aOO 
lhe imcrface lernperarure was kep! a\ 280~C. The ovell tempemture 
was mi,¡cd from SO 10 230QC (33). IOcntific¡uion of ehe FAME WólS 
b:1$<.'d upon feecntion limc~ obl:linl'd for nlclh)'1 eSler sIandarus from 
PoI), 5cit·nce. and cach one was expres~ as pcrl:entagc uf 100al FA 
in Ihe sanlplc. 

IJ'QllIIioll 0ITolIIl RNA //111/ N,mllcm /J/(JI AJltlly.ri.r 

TOlal RNA was isolmcd fmm mmé"malliver ofmls m 19 dG using 
lhe method of ChomC7.)'nski alld 5acchi (8). FifICen micmgrJms of 
RNA was elL-crrophorc.'icd in a 1% agaroS\: gel cOnlaill ing 37% 
fornmldchydc. IrJIIsferred 10 a n)'l00 mcmbmne fihcr (H)'bond-N · ). 
alld cross-linkcd Wilh an uhrJ\"iolcl ITO)s-linker (Amcr.;;ham). RNA 
inlcgril)' and locmion of Ihc 285 nOO 185 ribosOIml1 RNA bands wcre 
dClcnnincd undcr uhr,¡violcl ligh!. J.SD and J.60 mRNA expressiOlI 
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in Ihe pregnam mi li\"er were arml)'led b), Nonhcm blot. T hc J.SO 
cONA probe W:L~ a 688-bp PCR prodUCI ampli ficd fmm mr liver 
cONA. Thc forward and J"C\'ersc primers used fOT lhe PCR TCólClioll 
wcrc S'-TCTrGCCCACGATGCCACGAC-3' and S'-ClTIGC· 
CCCGCCTGC1TCTGA-3'. rc~po!cli,·ct)'. Thc j,60 cONA probc was 
a 92S-pb PCR prodncl. The forward uOO re,'crsc primcrs ,,"cre S'· 
TGCCTrCCGTGCCITCCAC·]' aOO S' -GTGCCCGCTGAACCA· 
GTCAlT-3'. respecti\"el)'. T he PCR produC1S wcre purificd " 'ilh lhe 
high pure PCR produce purillcalioo kit (Roche) and labck'd wirh 
Redivue ['Jp[doo~yC)"l idine rriphOSJlhalC ( I 10 TBq/nnnol) b), using 
1he Rediprirnc DNA hlbcling kit (AlIlcl3hurn ). McrnbrJllcs were 
preh)'bridi~ ... d Wilh mpid·hyb buffcr m 6SoC for 1 h and lh(,1l h)'brid · 
i7.ed wilh lhe cONA probe(S3.3 MBq/1) for 25 h m 6S°C. Membmn('s 
were washcd O!ICe wÍlh 2x citrJre sa line solu tion (SSC: IX SSC = 
0.15 moll1 sodium chloride :llld IS molll ~odium cilmlc) aOO 0.1% 
SOS (wl"'ol) al room rempermure fur 20 min aOO Ihen lwiCt: for IS 
min wilh 0.1 X S5CIO.l t¡. SOS (wvvol) m 6S~. Oigi lilcd imuges 
and quanlificmioll of r,¡dioaelivil)' (dpm) orlhe bands ,,"cre carricd OUI 
using lhe lnslam hnager (Pack;¡rd lnslrumcn!. Meridcll. CT). "·tcm­
bmnes "'ere ¡liso cxposcd 10 Ecklascun film (Kodak) al -70"C wirh an 
in!cnsify ing !>Creen. 

Il lml)".Iis 01 mHNA E.lprt'.uilm b)' H/'lll-limt' QlIllllliwliI'l' RT-I'CH 

For mRNA cxprcssion of Slearoyl-CoA desmurase- l (SCO- l). J.SO 
alld J.6D b), real-li me RT-PCR .. 100 ng of 100al RNA W3$ ~u bje.-lcd 10 
revcrsc IrJn'>Cription aOO lhen mnplificd b)' PCR using Taqnwn 
Uni\"crsal Mastcr Mix (Applicd Bios)'slcms). Pamttel nomemplalc 
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.50 .60 Etovl2 EiovlS AA OHA 
.... ig. 2. Malemalli.~rde<::uurJ ....... (A).e!onga)en.luli.eabunda..:egenee~pn .... iOflbyreallinleRT-I.CR (1.1). and <;Hany ""id ( arac~id{Jf\ic ""id (AA) and 
docos:th<:u.¡:onic acid (DHMI by ga" cbrommo¡;mpl\)' (e) al 19 dG or mIs red C (21)> proIein) ar R (I{)'lo proIein) di~1 during rrcsnancy. Mcan~ ~ SE: It -

5. " 1' < 0.001: - " < 0.05 ,·s C. .l.5D aOO .l.úD • .l.5 ,,00 .l.6 ""s:ltura",: EI0I]-2 and -5, don~asc·2 and -5. 
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Fig. l. M" l<:malli,w _lcan.)I_CoA dc_alU r.l',e_ 1 (SCD-I ) rclalj,'c nbllndolnl"e genc exprc"ion by real-li"""" f'CR ",S;(y (A) 31\(1 '.<funy :ll.id ¡.>lcarie and <llde) by 
gas chmmmo~'I1Iph)' (8) al 19 d:ly' uf gC ' !al;un {dGl uf Illl. red 00,,1(1)1 (C; zoo. pmlón) or ~'Iriclcd (R: 10'l0 ~cin) diel during IlfCgllancy. Me:ms ~ SE: 
1I - 5. *" < O.OS ,.~. C. 

he.uJIC (3 x 2 mi). and mixlun: \\'as cemrifugcd 31 1500 g for [ mino 
The org~nic phiL'\C \\' 3$ poolcd :md e" ajXll1l1cd umkr Slream of 
nilroscn. T\\'o h"rKIred microlilcrs of hcxane was addcd lO lhe 
d;¡rk -colol"CÚ residlle :too lhen cCl1lrifuged al 1500 8 for S mino The 
clcar sohllion " 'llS injl'Clcd in Ihe chromatogmph. The FA lln D l y~ i ~ was 
c¡(rrioo IlU¡ in :tn Agilem mudel 6850 ~as chrorna10gmph equipped 
with ;( n:lme ioniza tiol1 dcleclor. arKI uutom:llic .'plit injcclioll was 
c:(rriOO OUI using an Agitent 68S0 ;lulosamplcr. The Chronl310gr.lphic 
coltunn was an I·IP-INNOW:I., c:tpi ll,¡ry cul"mn (30 m. 0.2S mm,0.2S 
¡A.lll ) (J & W $cicntitk). One hundroo Iwcnt)'-'i\"e microgf'Jnls uf 
hcptado.:canok (!Ci d;ll: inlern;¡1 ~1:,n(l¡¡nJ was addcd 10 100 mg of ti ~~ ue. 
A ):lmplc of 1 I.d W:L~ injCClcd in splil nlOdc (50: 1) al 2.'i0~C. The 
carri er gas was h.clium with a l"Onslamline:lr \'el00::1I)' of 2-' l·m/s . aOO 
Ihe imi'rface te mpemlilre was kepi al 280~C. The oven lemperJlil re 
was r:lj$Cd from SO Iil 23O"C (33). ltkmific;uion of Ihe 1' ,\/-'1E was 
baS<.'d upon retcm;on limes obt¡(inl'd for rnc lhyl C$ler slmxlarus from 
Poly Sl"icm:e. and each one \\'I~ expresS<.'d a.~ pCfl:CnlaSC of ulla l FA 
;n lhe sample . 

Iso//Jlio" "I Tow/ HNA <l1U1 NOrlllem 11/0/ Allfllyú~ 

TOIal RNA was i~olmOO from mmi'roal [i ver ofmlS m 19 dO u~ing 
Ihe mClhod of ChOllle7.)'nski and Sacchi (8J. Fifteen mierogrJms of 
RNA W3S cll'ClrophorcsOO in a 1% agarose se[ comaining 37% 
fonnaltlchyllc.lrJnsfcrred 10 a nylon nlcmbmne fihcr (llyOOntl-N · ). 
aOO l"foss-linked wi lh an uhrJ viole1 CTO)$-linkcr (Aml'r.;hmn). RNA 
;megrilyand Io..'mion uf Ihe 28S arKI 18S ribosom,ll RNA barKIs werc 
delcnnin~'d undcr ultmviolcl ligh!. J.SD amI J.6 D mRNA exprcssion 
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in the prcgnam mi li\"er were anal )'zcd by Nonocm blot. The J.5D 
cONA probe W,L~ a 688-bp PCR prodUCI amplifietl fmm mI li\'er 
cDNA. Thc forward and revcrsc primer.; "sed for lh<: PCR reaclion 
" 'ere S'-TCITGCCCACGATGCCACGAC·3' :nld S'-C1TrGC­
CCCGCCTGCn·CTGA-3'. rc~pecli,·cty. Thc j,6D ~DNA probc was 
~ 925-pb PCR prodncl. l lle forward and re,'ersc pri01el'J¡ ,,"ere S'­
TCCCITCCGTGCCITCCAC·3' arKI S'-GTGCCCGCTGAACCA· 
GTCAlT-3', re~[X'CIi\'ely. The PCR produclS ""ere purillcd with ¡he 
high purc PCR producl PUrifiC31 ioll kh (Rache) ,md lubcll'd with 
Redi,ue r "~Pldeo~ycyl idine !ripho,phale ( I IO TBq/t11l1lol) by u~ing 
Ihe Rediprimc DNA labcling kil (Amcr.haml. Membr.mes Wl're 
prchybridi:ted wilh mp;d-h)'b buffer;¡1 6.'i °e for I h and Ihcn hyhrid · 
;zed \\'ilh lhe cONA probe (53.3 MBq/1) for 25 h al 6S°C. Membrancs 
were wa,hc-d Qnce \\'1Ih 2X cI!mle sa linc solulion (SSC: IX SSC = 
O. IS mollt sodium chloride lll1d IS molll sudium ci lrJlc) ~oo 0.[ % 
SDS (wll"ol) al room lempermure for 20 min und lhen lwicc for IS 
min with 0.1 x SSCIO.l'~ SDS (\\'lIvol) al 65OC. Digitilc-d ¡m3ge~ 
Jnd quumificmion of mdioa."til'iIY (upm) oflhc barKIs were carriOO 0111 
using lhe 111 ~lat11 hnager ( P:lck~rd Instrume nl. r. leriden, CT). Mem· 
bmncs " 'ere ~ Iso cllposcd 10 Ecklasc¡¡n film ( Kud~k13t - 70 n C Wilh ~n 
inten,ify ing screcn. 

Ana/pis ofmRNA E,Tprt'S!;illll b.l' Rl'll/·/imt' QIIIIII/illlli\"1' RT-!'CR 

For t11RNA ellpres~ion of slcaroyl-CoA tk$ltuf'Jsc-1 (SeO- 1), J.SO 
and J.6D by reu l-limc RT-PCR .. 100 ns of l(}t ul RNA ",as subje.·lcd lO 
revcrsc tr.lU-.cription nrKI t!len amplific-d br PCR using Taqnwn 
Universal Master I\-l i~ (Applk'd BiO!.ys!ems). Pamltel not11cmpkue 
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Fig. 2. Malcmal!i,'"r <k-';Ilura-..!'> (A). elunga .... re!;u;l"t: abunda ... '" gcrw= "~pr\':-'i.!oiUfl by rea!l;"~ RT-PCR (H). and 'Huny acid laracllid,mi,' ",-'id ¡AA) aml 
doo.-osahcll3C:Uni~ :acid (OHA)I by gas chrommo¡;mrhY (e) ~l 19 dG or r.tl red e (2()<l, pll>lt;n) (Ir R (104 pft>lcinj diel during prcs.nancy. Mtans ~ SE:,, -
5. u p < 0.001: . p < 0.05 , .• C . .l.50 and .l.ÚO . .l.5 and .l.6 desamra,;.,; Elovl·2 "nd -5. "¡on~"sc·2 and ·5. 
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control reactions were run in ¡he absence of RNA lO assess the degree 
on any nuclcic <leid contamination in ¡he rcaction mixture. TuqMan 
fluorogcnic probcs ¡lIId oJigunudcoliclc primen; wcrc obtaincd from 
Applied Biosyslems. TaqMan PCR assays for each turgel gene wcrc 
carried out by triplicate in 9ó-well opl ic<ll pi ate.,> wilh Ihe AB I prisrn 
7000 scqucnce detection system (PerkinElmer Applied Biosyslems). 
PCR was performed using 1.4 Vol of c ONA. 0.6 Vol of TaqMan assay 
mil( containing 200 nM seusc and antisense primers and 100 nM 
Taq M'lll tluurogenic prubc. 6 IJ.I of T uqMan Universal PCR Milster 
Mix. and 4 Vol of H~O. The prolocol used for PCR ,ulIplifications was 
as follows: one cycle al 50°C for 2 mino one cyele al 95°C for 10 mino 
aud 40 eyeles al 95°C for 15 s and al 60°C for I mino The relative 
amount of each mRNA was calculaled by using the compnrative 
threshold eyelc methud (uscr bul1ctin nu. 2: PerkinElmer Applied 
Biosy~tcm~ ). The probcs and primers tur mt genes were ubmined frum 
PerkinElmer Applied Biosystems (prcdeveloped TaqMan a.~!\Uy re· 
ngent control kils). The probes alld primen; for Tat genes were 
ob lnined fmm PE Applied Biosystems (predeve loped T aqMan 
Assay Reagent Control kits) . The assay numbers for each gene 
were RnOO594894·g1 (SCO· I). Rn00584915_ml (:15 0 ). and 
RnOO580220_ ml (:160). Amplilkatiun WllS then perfortllcd by 45 
eycles al 95°C ror 15 s and al 600C fm 60 S. T he cONA quantily 
in eaeh sample was nOTmnlized wilh lhe 18S. Real-time PCR was 
earried OUl in Iriplicale for ench sa mple. 

Forelongase-2 and -5 (Elovl-2 ¡¡ud -5) by RT-PCR. relalive mRNA 
levels uf targel genes und invariant Intnscript !3-¡lelin were dClcrmined 
using cONA prcpuratiun for tissucs und HCII ccl ls. Synlhesizcd 
cDNA was mixed with LightCycler Fn~1 Starl ONA Maslcrl' l.lIS 

SYBR Orcen [ (R{K·he. lndianapolis. IN) and Wilh various seIS of 
gene-specific forward and reverse primen; as follow~ aud subjecled 10 
real-time PCR quamification using the Liglll CycJer 3.5 deteclion 

Syslem (Rache): for Elovl-2. fo rward OGA AGA AAT ACC TCA 
COC AG und rcverse TOO CTT TITTCO OTA TOT C: (Of Elovl-5. 
forward eTC AAC eTO CTG TCT eTC T A and revcrsc ATC TOG 
TGG l Vro "rrc rrA CG : for f:l-<tctin. forwurd TGG AAT CCT GTG 
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Fig. 4. Malrmal ti vcr ..l.5D gCllc('xprcs,ion a, 3 fUntlion 01' ,crum ilhutin al 19 
<.lG ()f rJH fe<.l e 00% protcin) or R ( tQ% prolein) <.lid during pregnallcy. 
Pcar,;on corrclmion. l' = 0.008 and ,. = -{).78. 
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Fig .. 1. Nonhcm blol analysis of ~5D ano J,6D (Al and rdalivc abundancr or mRNAJribosonml 28S of malcmalliver (8) al 19 dG 01" nHS fed e (20% prolcin) 
ur R (10% protcin) diet during prcgn~ncy. M C;U1S :!:: SE: 1I = -l. 

control reac¡ions were run in ¡he abscnce of RNA 10 assess ¡he degree 
on any nutlcie aeid contaminatiOIl in Ihe rcuelion mixture. TallMan 
fluorogcnk prubcs ¡ltId oJigonudcuticle primcn; wcrc obtaillcd fronl 
Applied BiosyslCms. TaqMan PCR assays (or each taTgel gene were 
carried oul by lr iplicate in 9ó-well 0pli e<J] plate~ wilh the ABI prism 
70Cl0 scqucncc detection system (PerkinElmer Applied Biosyslems). 
PCR was performed using 1.4 )..1-1 of cD NA. 0.6 )..1-1 of TaqMan assay 
mix containillg 200 11M SC ll SC alld antÍ!;cnsc primers and 100 nM 
TaqM¡ln Iluurogcnk pruOC. 6 1.1-1 of T aqMan Univcrsal PCR M:lster 
Mi.\. and 4 1.1-1 of H: O. The protocol used for PCR amplilications W<JS 
as follows: ooe cycle <JI 50°C for 2 mino ooe cyde ál 95°C for 10 mino 
and 40 cyeles al 95°C fOT 15 s and al 60°C for I mino The rclmive 
amount of each mRNA was calculaled by using the compnrmive 
thrcsho ld cyde mcthod (uscr bul1ctin nu. 2: PcrkinElmc r Applicd 
Biusys tem~). The prubcs and primers lur Hi t genes were oblained frum 
PerkinElmer Applied Bi()system~ (prcdcvelo]J<'d T<lqMan a.~~ay re­
agent control kilS). The probes ánd primeN for Tat genes were 
oblained from PE Applied Biosystems (predeveloped T aqMan 
Assay Reagent Contro l kits). The assay numbers fo r each gene 
wcrc RnOO594894-g1 (SCD- l ). Rn00584915_ml (~5D). and 
RnOO580220_ 1l11 (~6D) . AtI1plifkation W¡IS thcn pcrfortl1cd by 45 
cyc les at 95°C (nr 15 ~ and at (jOOC fm (jO S. The cONA qU<llltity 
in cach sample was normalized Wilh lhe 18S. Re<Jl-timc PCR was 
carri ed out in tripl icate for each sa mple. 

Forclongase-2 and -5 (Elovl-2 and -5) by RT-PCR. relative mRNA 
lcllelS uf ¡¡¡rgel genes <Jnd invarialll lranscript !3-¡\ctin wcre dClcrlllincd 
using cDN A prcparatiun fOf ti ssues and HCII ccl ls. Synthcsized 
cONA was Illixed with LightCycler Fasl Start ONA Ma~lerf'I.US 
SYBR Orcen 1 (Ruche. lndianapol is. IN) <Jnd with variollS sets of 
gene~spcci fi c fOfward and rellerse primen; as fo llows aud subjected 10 
real-time PCR qumllification using the Li ghl Cycler 3.5 de tection 

Systelll (Ruche) : for Eluvl-2. forward OOA AOA AAT ACC TCA 
CGC AG and rCllcrsc TGG CTT TIT TCG GTA TGT C: (OT Elo\'1-5. 
forward eTC AAC eTG CTO TCT eTC T A and rcvenc ATC TOO 
TOO rro TrCTIA CO: for ~-actin. forward TOO AATCCT OTO 
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T:lble 4. Fewf (11/(1 p/at:ellt(l cllll/"(/cter;slil".\·lI/ 19 dG ill mIS 

Ji'll cO/llrol (20% prole;,,) 01" re.nl"icled (/0% pl"Oleill) dil'l 
dllrillg IJregl/lIl1l:y 

No. uf fClu . ...::.Jdam 
1') ;JCCula wcighl. g 
Plar:cma dianleler. mm 
Felal wcighl. g 
Uver wdghl. mg 
U,,., lir;d~, mglUIO mg 

Comrol In • 1) 

LIl.3.:t 0.9 
0..12 .:t 0.02 
0.99.:t O.OS 

3. 1 =0.3 
175 :!:: 19 
'~II .:!:: t R 

II.c\lrklcd In - 6) 

9.2 .:!: 0.6 
OAO .:!: 0.02 
0.96.:!: 0.06 

2.0.:!: 0. 1· 
14O :!: 3. 
tS7 :!: 27t 

Rc,ults are mc:ms .:!: SE. Fetu,e) ur placerlla~ wcre ¡¡vcr¡¡!(cd per htlcr. 
. " < 0.05: t I' < 0.001 \,. ('mitro!. 

GCA TCC ATG and Te\'erse TAA AAC GCA GCTCAG TAA CAG. 
PCR arnptific¡ttiol1 was pcrfomlcd il1 lIlm;¡l volumc of20 ~1 e0l11ain­
ing 2 ~l of Ihe cDNA SlIlllple. 40 pmol uf caeh primer. and -t ,.1.1 01' 
MaMcr!'1 us SY BR Green. For c:lch reaclion. (he pol~mcrJ:-.e .... :lS 
activaled by f)rcineub:llioll al 95°C for 10 mino Amptifiealion wa~ then 
performcd by 35 cydes :tl 95°C for 10 s and at 60°C or 6rc for 7 s. 
AI I rcaclions were performed in l riplicalc. Rclativc :lmOUnlS ormRNA 
were ealcu lmed using lhe eomp¡¡rnti\'c Ihrcshold (')'de mclhod (eyele 
IIlelhud. Ligll lCydel w!iw<tle \elbiulI 4.0: Rudle). AII !'esult!>, ",ele 
nnnllaJile<l 10 Ihe hou.'>tkeeping gene abundancc 01' p.actin mRNA. 

SWfi,w;Cflf AIIII/y.f;,\ 

AIl dala are prcscnted as means ± SE. Fel:.!1 body weighl and li\ cr 
and brJ.in weighl. as well a ... placenla di:lillelcr and wdgh1. are the 
:Iverage of Ihe whole liuer. Statiqic;¡1 analysis W{b performed u~ing 
unpaired Studcnl's Hesl lo compare e and R 1ll0lhcrs. Real lime 
RT-PCR resultl> (mRNA gencll8S 01' 13 ' (lelin llunllaliz(,."(1 mlio) are 
expre¡,scd relali\'e 10 C group. Correlalions fur matemal .'>toun in~ulin 
:md LlSD liver gene expression :.!nd lIl:tlcmal serum insulin and fetal 
wcighl were ealculaled usi ng a Pearson eorrelatioll. P < 0.05 was 
con ... idered ~ignifican l. 

RJ-:SUtTS 

Matenwf P(lmmeter,f af 19 dG 

Al Ihe bcg innillg of prcgllancy. bOlh groups of prcgll ant ralS. 
e and R. inc reas ... >d Iheir food inrake (e = 38.7 ::!: 3.0. R = 
42.9 ::!: 2.0 g/day) comparcd wi lh age-marchcd nonprcgnant 
nus (22.8 ::!: 1.03 g/day). Foo<! intakc WlIS ri si ng dllring 
prcgna llCy. a nd Ihere were no d ifferences between e and R 
groups excepl at 19 dG. in which both groups decreased thei r 
foo<! inl akc ... nd this drop was more cvidcnl in the R group 
(e = 18.9 ::!: 0.7. R = 16.4 ::!: 0.8 g/day. P < 0.05). T.\ble I 
shows Iha!. at 19 dG. mts fed a low-protei n d ie t have similar 

A B 

r 160 f16 
~ 120 8 12 

.~ r • 80 8 * 
~ • 

40 ~ 4 

.> 
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e R e R 

body weighls compared wi,h e pregnant ralS. Howe\'er, Ihe R 
g roup s howed a signifi can! decrease in fal body com position. 
In both groups. Ihe liver weights were sim ilar: howe\'er. a 
signific:mt decrease in Ill alemalli ver lipicls was observed in Ihe 
R g roup. 

Biodll'miCllI M all'nwl Ser/mI PlII"IIl/U'fl'r.\· III /9 tlG ill RlIf.\· 
F(!{I Proll'ill -Re.~trieted Dit'f 

There were no di fre re nceS in g lucose. TG. HOL. LDL. 
VLDL. :tnd chole¡, lerol serull1 levcls between e and R 
(T:lble 2). Howevcr. serum le pti n levels were signific:mll y 
higher in Ihe R Ihan in Ihe e group. Serum insulin concenlra­
tions were 3.6 timcs higher in Ihc R group compared with e 
1Il00hers (Table 2). 

Perc:ellfage (JJ FAs il/ MlllemalLiI.er (¡( 19 dG 

In Ihe R group. Ihe percenlage of stearic acid in matem al 
li vcr was highcr comparcd wilh C. In COl1lraSI. o leic acid . 
arachidic acid. AA. and OHA pcrccntages werc lowcr in Ihe R 
g roup (Table 3). 

Mfllel'lw/ Lil'l'r DesMIlre/se ami E/o/lgas(' Gel/e E.\1J/'esJiol/ 
lit /9 dG 

No differcnccs in SeO-1 IIlRNA rclalive abundance bc· 
Iwcen e and R groups ",crc observcd (Fig. 1). bUI thcrc was a 
signilicant decrcase in .6.50 . .6.60 . and Elovl-2 and -5 mRNAs 
in Ihe R group (Fig. 2). By Northcrn blols (Fig. 3). maternal 
li ver .6.60 Ill RNA w;¡s in bolh groups signi ficanl ly more 
abundant Ihan ~5D mRNA. and as expcclcd. Ihere waS a 
signilicant neg.tt ive correlation (r = - 0.78. P < 0.00 1) be· 
twccn malernal in!>ulin :.crum conccntrmions and liver .l5D 
mRNA (Fig. 4), 

Fetal Clw/"{/eteristic.\" 

Fetal weighl and placenta weight and d iame ter al 19 dO are 
summari zcd in T:lble 4. Mean rewl weiShl Wa.!. signi ficall ll y 
lowcr in lhe R grou p Ihan in Ihe e group. with no d iffere nccs 
in numbcr of fC lUse!> per d:nn and in placenta wcighl :lIId 
diamcter. T herc wcre also no c hanges in brain wc ighl: how· 
cvcr. color and Icx turc wcrc d iffcrcnt. bru ins frOIll Ihe R group 
were darker (m:my d:lrk !.pOl<;) compared will! e brains 
(Fig. 5D). ¡tnd Ihe Icxture for e br¡tins was toughe r Ihan R. 
In contmst. liver weighl. fela llivcr, and brain lipids were lowcr 
in Ihe R group (Fig. 5). Thc pcrcentllge of DHA from lOlal FA 
in retal bru in was sign ificantly lower in the R grollp (fig. 5). In 
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Fig. 5, r":lal hraill wcighl (A). lipid.~ (8: 1I1g1 100 1111;), " OI·IA (e). ~Ild phOlo!(raph ul 19 dO (O ) of rn l ~ fL-.:l e /2()'l. proh.·ill) ()f R (t¡)l)¡. protcin) die! Iluring 
pregnaIJoC). /l.kalls::': SE (11 = 6- 7 tiut'rslgroupl. ' P < 0.05 , ·s. c. 
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Tabl e 4. Fewf (/1/(1 p!{/cellta c11l1/"(/cteri.\·tit.·.\·(/f 19 dG ;11 rms 
J('(! ('oll/ml (20% protein) or re.nrictl'd (10% proteill) diet 
dll";l/g IJregl/tllu:y 

No. uf fClu.-c,-Jdam 
Placenla wdghl. g 
Plarcllla dianlClcr. mm 
Fetar weight. g 
Lin' r wcigh l. mI; 
Lh.-r liriil~, mgJlfKl !Ug 

C(lIIR.>1 (n - 7) 

lO.3 1: 11.9 
0.-11 :t O.{)2 
0.99:t 0.05 

3. 1 j:; 0.3 
175 ::!:: 19 
l~ ti ~ I R 

9.1 :t 0.6 
0.40 ~ OJl2 
0.96 ~ 0.06 

2.0:!: 0. 1· 
14O :!: 3. 

I S7 ~1 7t 

Results are mcan~ :!: SE. Felu~cs ur pr3Cerl!a~ ",ere a"era~ed pcr filt er. 
. 1' < O.OS; t I' < 0.001 \ .... control. 

GCA TCC ATG artd ""verse TAA AAC GCA GCTCAGTAA CAG. 
PCR arnptificlItion was pcrfunncd in ¡¡ 101<11 vulume of20 ~1 conlain­
ing 2 J.ll uf Ihe cJ)NA samplc. 40 pmol uf cach primer. ¡¡nd 4 ,.1.1 uf 
M:l-'lcrI'J·us SY BR Green. For each rcaclion. !he polymcl"'J!'>C .... as 
aClivaled by I)rcincub:llion al 95°C for 10 min. Amplification wa ... then 
pcrfortned by 35 cydcs ni 95°C fOI" 10 s and at 60°C Of 62QC for 7 s. 
AI I rcaclions were pcrformed in lripl icalc. Rc lativc amoums orm RNA 
were c:llcu lmcd using lhe comp¡¡rJlive Ihrcshold t"yeie mclhod (cyde 
IIIclhw. LighlCydcl wllw¡lIc \ClbiulI 4.0: Ruchc). AII n:~ulll> wcn: 
1l0nll¡¡Jile<! 10 lhe housekeeping gene abundance of p-actirt mRNA. 

S/mi,w;cfll Alluly.fi,\ 

AIt dala are prescntcd a.~ means ::!: SE. Felal body weight artd Ih er 
and brain weighl. as wcll a ... placenta di:llllCler :Ind wl!igh1. are me 
:Ivcragc of Ihe wholc liuer. SWliqit":11 antllys i ~ wa~ pcrformcd u~¡ng 
unpaircd Studcnr~ Hesl 10 l'Olllp'lrc e and R 1Il00hers. Real lime 
RT-PCR results (mRNA gCllcll8S or p.actin l1onnaJii';L"(! mIlo) are 
I!xprcl>scd relati\'c 10 C group. Corrc)ations f(lr matemal scnun in~ulin 
and A50 liver gene expressiol1 and malemal serum in.~u lill and fetal 
wcight were calculaled usi ng a PeaNon correlatioll. P < 0.05 was 
eon ... idered ... ignific:ln l. 

RESUtTS 

Matenwf Porameters al 19 dG 

Al the beg innillg of prcgnancy. both groups of prcgnanr ralS. 
e and R. increas(.'(I Iheir food intake ce = 38.7 ± 3.0. R = 
42 .9 ± 2.0 g/day) compared with age-rnatchcd 110nprcgllant 
ralS (22.8 ± 1.03 g/day). Food illlake wns ri si ng during 
pregnancy. and there were no diffcrences betwecn e and R 
groups except at 19 dG. in which both groups decreascd their 
rood inl akc. and this drop was more evident in Ihe R group 
(e = 18,9 ± 0.7. R = 16.4 ± 0,8 g/day, P < 0.05). T.\ble I 
shows rila\. ;¡I 19 dG. mts red a low-protei n diet have similar 
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body weighls compared wilh e pregnant miS. However. Ihe R 
group showed a significan! decrease in fat body composition. 
In botll groups. tlle liver weigllt~ were similar: however. a 
significam dec rease in mutemalli ver lipids was observed in the 
R group. 

Biodll'miclll Mall'n1a! Senlll/ Parllllletl'r.~ lit 19 tiC ill Rat.\· 
Fel! Protf:'ill -Re.wricled Diel 

There were no differences in glucose. TG. HOL. LDL, 
VLDL. .md choleslerol serum levels between e and R 
(Tilble 2), However. serum leprin levels were signi fic.m tl y 
higher in the R than in the e group. Seru l1l insulin concentra­
tions werc 3.6 times highcr in the R group comparcd with e 
1ll00hcrs (Table 2). 

Percellfage oJ FA s il/ Malema! Li,'e,. (1/ 19 dG 

In the R group. the percent:tge 01' slearic ac id in matemal 
li ver was highcr compared with e. [n contraSl. oleic acid. 
arachidic add. AA. and DHA pcrcelllages wcre lower in lhe R 
group (Table 3). 

Mfllel'/lo/ Li,·t'J" Des(¡fl/l'(fse l/l/ti E!ol/ga.fe Gel/e E.\prc'.\·.\" ioll 
fII /9 llG 

No differcnccs in SeO-l rnRNA rcl:llive abundance bc­
Iwcen e and R groups were obscrved (Fig. 1), bUI therc was a 
signilkant dcc rcase in 6.50. 6.60. and Elovl-2 and -5 mRNAs 
in Ihe R group (Fig. 2). By Norlhern blols (Fig. 3). maternal 
Ji ver 6.60 mRNA was in bolh groups significantly more 
abundant Ihan ~5D mRNA. and as expccled. there was a 
signiticant neg'llive corre lation (r = - 0.78. P < 0.001) be· 
tween maternal in~ulin 3CTUm concentrations and li ver .150 
rnRNA (Fig. 4), 

Fetal Cl/C1r{/(.:ferislics 

Fetal weight mld placenl.¡ weight :lnd diameter al 19 dO ¡¡re 
summari zcd in Table 4. Mean fet:l l weiShl was signi fic:l1l tly 
lower in lhe R grou p than in Ihe e group. w1th no difference~ 
in numbcr of fe lUses per dam :lnd in placenta wcig.ht and 
diamcter. TIlcrc were ulso no changes in brain wcighl: how· 
evcr. color and leX lurc were different. bmins frOlll the R group 
were darkcr (Immy d¡¡rk !> pOL<;) compared with e br:lins 
(Fig. 5D). and Ihe tcxture ror e br:lins w¡¡s toughcr lhan R. 
In contmsl. li ver weighl. rcrallivcr, and bmin lipids wcre lower 
in lhe R group (Fig. 5). TIte percentage or DHA rmm 100al FA 
in fetal brain was sign ifi camly lower in tlle R group (fig. 5). In 
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Fig. 5. M:lat brain wcighl (¡\ ). ripid.~ (8 ; 1Ilg/ 11J0 mg), 'l DHA (C). und phOlOgnlph ul 19 dG (D) ofrnl~ fL"IJ e (2frl, prut .... inJ Of R (I~ protcin) ll i"l11uring 
prcgnancy. Mcans :!; SE { I! = 6- 7 tiut:'rslgroupl. ' P < 0.05 \"5. c . 
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Pc:trSOn cOffi' lmion. P - U.002 allU r - - 0.7K (11 .. 6 nJOthcl"$ or lmc~). 

:lddi lion. Ihere WllS a negative correl ation between fet :tl body 
weight and maternal sc rum insulin conccntration ni 19 dG (r = 
- 0.78. P < 0.01 : Fig. 6). 

mSCUSSION 

Many investigators have examined the efti..."'Ct 01' maternal 
rnalnutriti on during pregnancy ,lIld l:\c!,l1 ion on the ol'fs pring: 
howevcr. few studie:;; have laken inlO considetalion Ihe impael 
of prote in reslriction on malernal lipid metaboJi slll and its 
impJication in fe wl brai n I'onmuion during gcslil tion. E'lrly 
malnutrition affccts susceptibil ily 10 chronic diseases in adult­
hoad (2). and maternlll low~prolcin die t C:1I1 program cnzymc 
acti vilY in offspri ng (26). Howe\'e r. previous sludies indicated 

Malernal proleln reslrlction 
during geslalion 

thal offspring frOJll rats fed alow-prote in diet during pregn:II1 CY 
h:ld higher suseeptibilily 10 dcvclop chron ic di !.eases (40. 4 1). 
and their mothers underwenl metabolic adaptati nns 10 main ta in 
an udequaw fctnl development. During the II rs t ha lf 01' normal 
pregn.mcy. progressive 'Iccumu lati nn 01' maternal fat depols 
occurs due 10 inCreltscd :tdipo~e tissue li pogenc~ i s and glycer~ 

olneogenesis (27). In ¡his sllIdy. a1though ¡here \Vere not 
di ffcrenccs in malernal body and li ver weighl!>. ¡here wa.') a 
!.ignificanl dcereal>(: in maternal body and li ver lipid COnlcnt as 
we ll as on fe tal body weight: simi lar results llave been reponed 
\Vi lh scvcrc prOle in restriction (6%) (21 ). 

Numerous animal studies have investigated lhe effecl of 
maternal 10\V-prolcin diel on glucose melabolism in the off­
spring (12. 40): however. liule is known 011 Ihe IlUtlernal 
responses derived from Ihi s condi lion. Herei n, no differences 
in maternal senllll glucosc and TG concenlrat ions \Vere scen in 
e und R mIs. which may be the result of an incrcascd ins ul in­
mediatcd glucose uplakc by Ix:ripltc ral tissucs .md by Ihe 
abil ity 01' insulin 10 supprcss ltepatic glucosc OUlpU t. 

Hyperinsulinemia is a common finding in prcgnam:y ( 12). 
Insul in rcsistancc is rcsponsiblc for bOlh decli ne in adiposc 
tissue lipoprOlein lipase and enhanced adi pose tissue li polytic 
activities. This condilion rcsul ts in high TG sy nlhesis by 
increasing FA and glycerol uplake by Ihe l¡ ver. In Ihis sludy. 
ahhoug h prolc in reslrielion during gesl,l1iotl did nOl afreel 
maternal serum glucosc levels. high insulin scrum conccnlra­
tions werc observcd. suggesling mClabolic adaptations in glu­
cose metaboli sm at Ihe end 01' pregnnncy. In add ition. high 
insul in concenlmtions al 19 dG in R mis were negali vely 
corre lmed 10 le tal weight. These results were in agrcernent with 
those reponed previously in pregnant women (38). 

Leptin is a hormone Ihm rcgulales food inlake "tld energy 
expendi lure. SerUIll leplin coneentralions usua lly ¡nerense from 
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:lddit ion. Ihere WlIS a negative correlati OIl betwecn fetal body 
we ight and maternal scrum insulin concenlrati on al 19 dG (r = 
- 0.78. P < 0.0 1: Fig. 6). 

mSCUSSION 

Many invesligalors have examined Ihe cfrcel 01" maternal 
Ill:llnulrilion during pregnancy ¡lIld lactarion on the offs pring: 
howevcr. few studies have takcn inlO consideration the imp:lcl 
01" prote in reslriction on maternal lipid metaboli srn and its 
illlplicmion In fe tal brain fonnmion during gestation. E,lrly 
Illalnutrition affeclS susceplibilily to chronic diseases in adult­
hood (2). ¡md m:llernal low-prolc in die l C:1I1 program enzymc 
aCli vily in offspring (26). However. previous studies indicaled 

Maternal proleln restricUo n 
during geslalion 

Ihat offspring frOTll rats fed ;! low.prote in diet during pregn:mcy 
h:ld higher susceplibility 10 develop ehron ic di ~eases (40. 41 ). 
and their mothers underwent metabolic adaptuti ons to mainta in 
an Hdequale fcwl deve lopmcnl. During lhe f¡ !"St hulf of normal 
pregn:mcy. progressive :Iccumul:lti on of mulemal fat depots 
occurs due 10 increascd adipose tissue li pogene!.i!. and glycer­
olneogenesis (27). In this st udy. ahhough there \Vere nOl 
di ffe rences in matcmul body and li ver weighb. there w ..... a 
~ igni fic:1Il1 decrea!.c in maternal body and li ver lipid content a ... 
wel! as on fetal body wcight : silllilur results h:lve been reponed 
with )levere protc in rcsuiction (6%) (21 ). 

NumerOllS animal sllIdies have invesligatcd lhe effcct of 
maternal low-prole in diel on glucose Illetabolism in Ihe off­
spring (12. 40): ho\Ve\'er. li tlle is known on Ihe maternal 
responses derived from Ihi s condition. Herei n, no differences 
in rnutenl:ll SCrtllll glucose and TG conccnlrat ions \Vcre sccn in 
e and R miS. which Illay be the re~uh of an incrcascd ins ul in­
IIlcdi ated glucosc uplake by I>criphcral IÍSSlICS and by the 
abil ity 0 1" insulin 10 supprcss hepatic glucose OUlpU t. 

I-I ypcrin ... ulinemia i ... a common findiog in prcgnancy ( 12). 
loSul io rcsistaocc is rcsponsiblc for bOlh decline io adipose 
lissuc IipoprOle in lipase and enhanced adipose ,issue li polyuc 
acti vities. This conditioo rcsul ts in high TG sy nlhesis by 
increasing FA and glycerol uptake by Ihe t¡ ver. In lhis sludy. 
although prolein reslri clion du ri og gcslation did nOl uffeel 
maternal serum glucosc Icvcls. high insutin scru m concentra­
tions wcre obscrvcd. suggesling mctabolic adaptations in glu­
cose me!aboli slll al the end of preglliHlcy. In addition. high 
insuli n concentrations at 19 dG 111 R rats were negali vely 
corrc lutcd to le tal wcighl . Thesc results were in agrcemcnt with 
those reported previously in pregnanl women (38). 

Ll!plin i .... a hormonc thm rcgulatcs food int:lke and energy 
expendilure. Serum leplin coneelllralions usuall y inerease fram 
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lile middle to Ihe end of prcgllancy ( 10. 11 ). During ¡his periodo 
Ihe high levcls of ¡cPlir¡ do no! Illcd iate a great inhibilol)' effee! 
on food iruakc (36). In Ihi s study. Icplin scrUlTl concentnll ions 
\VeTe on ¡he rnnge of pregnant .-ms (3-7 nglml ). However. 
fasting serum ¡eplan concen trali ons in R r<lls \VeTe higher Ihan 
Ihose obser ved in e pregnmll rats: despite Ihe lower body fm in 
this group. leptill in Ihe R mothers may alter Ihe energy balance 
in conlribution 10 retal dcvclopmcnt. 

Protcin rcstriction significantl y affecled lhe produclion of 
maternal li ver Le-PUFAs. Thcre are several pOlcntiaJ ways in 
which low protein (und hence, ami no acid) intake in Ihe 
maternal diet may affecl maternal li ver PUFA syn thes is. The 
most like ly is an effeet on avai lability of amino acids for 
e nzy rne synthesis. Ellzyme aetivity could also be irnpaeted by 
al tered hi5>lOne aeetylation and methylation rcsuhing fmm 
changes sueh as decreased one-earbon eyc1e components. In­
deed. maternal li ver eontained an inereased stearic to o leie acid 
rntio. Although a nonsig nifieant differenee in hepatic SeD-1 
mRNA relative abund,mce. an e nzyme that clIl<llyt:es oleic acid 
rormation from steari c acid. which is the ra te-limiting step for 
ccllu lar synthesis o f monosaturated FA from salurated FA. was 
obscrved in R mts compared with controls. alterations in the 
expression of SCD- I cannol be ruled Out nnd deserve funher 
investigat io n. 

In this study. maternal protein res trict ion resulted in a 
negm ive effect. particulllrly onthe cllpllc ity of mnternlllliver 10 

desaturate LA and LNA. A significant decrease in mate rnal 
hepatic AA and D HA was observed in the R group. which 
correlated wi th low expression levels af 6.5D. 6.6D. Elovl-2. 
and Elovl-5. In line wilh this observation. Mercuri et al. (22) 
showed that maternal severe protein reslriclion (5% pro le in) 
during gesla!ion decreascd 6.6D aetivity in Ihe matcrnalliver. 
and they suggcstcd thal this cou ld affeel the normal suppl y 01' 
LC-PUFAs for the norlllal fctus growth and tissue dcvelop­
mene In fac!. in Ihe present slUdy. mild prolein restriction 
during pregnancy reduced signifi cantl y the concenlration of 
DHA in m8ternal liver and feta l brain. Before birth. most ifnot 
all fetal FAs originate from the maternal circulatiun ( 17). After 
birth. mi lk. maternal liver (29). and diet latcr in life ( 17) 
rcplesc nt lhc maill SOlllces 01' FAs. Whelher thcse lIlalc lllal 
liver chan ges in lipid metaboli sm cou ld be expressed transgen­
erationally cannot be ascenained from the resu lts presented in 
this study. Ozanne el al. (26) demunslmted in 3-1I10-0Id o ff­
spring fruln R pregnant muthers a decrease in hepati t: 6.5D 
activ ity and DHA eoncentration s. s uggesting the eSlablishment 
of a particular gene expression pallern. such as lhat in volving 
metabolic l ipid enzymes. as seen in this s lUdy. 

The las t period 01' intrauteri ne l ife in the rat ( 17- 21 dG) is 
demarcated by an incre,lse in body lmd brain weight together 
wi th an active nellrogenesis stage. Dllring thi s periodo a rapid 
accumulation of DHA. unparalleled \O other FAs. takes place 
(35). The s upply 01' EFA and Le-PUFAs is critieal for normal 
development of the fetus (6. 15.20. 24). Indeed. nutrit ional 
Slatus 01' I.he mother during geslation hns been positively 
associated wit h fetal growlh . In general, reduced materna l 
nutritionill stalus. particularl y regarding EFAs, h¡IS been cor­
related wit11 redueed neonatal growlh and hcad circu mfe rence 
in humans (7). In faet. al birth. AA Slatus in prcterm infants has 
been eorrelated wi th body weight (18. 19). and it has been 
proposed tha! it is related to intrauterine growth rarher than 10 
poslnalal g rowlh (39). 

The brain is une uf lhe riches! organs in lipids (4 ). Our 
results showed Ihm a protein-restrieled diel during gestation 
sign ificantl y redueed fetal body weight and liver weight. wilh 
no significant c hanges in felal brain weight. However. the 
conten t of fetal brain lipids, panicularly DHA . was signifi ­
cantly lower compared with C I<II S. Thi s las t finding correlates 
with data reported previuusly by Burdge et al. (5) in which 
DHA concentration in feta l brain at 20 dG from 50% of protein 
restriclion was lower compared with control s. As described in 
~lETHODS . the need to pool ti ssuc from all fetuses in a liuer 
removes Ihe possibility of an annlysis by fewl sexo We are 
eurrently studyi ng the effect of the observed changes in bmin 
composition on offspring behavioral phenolype. 

In concl usion. there is evide nce Ihat slTIall changes in ma­
ternal dietary fat intake modify tlle eomposition of brain 
membranes during fewl growth: however. few studies deal 
wilh Ihe negatÍ\'e impact of maternal protein restriction during 
gestation on feta l bmin developrnent. The present sludy 
showed that mooerated protein res trie tiull during pregnancy 
significantly redueed the concentratioll 01' maternal liver AA 
and DHA and maternal li ver desaturase and elongase gene 
cxpressioll. These results may negativcly impact fetal devel­
opmen!. including the brain (Fig . 7). 
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lile middle to Ihe end uf pregnuncy ( 10. 11 ). During this periodo 
¡he high leve ls of leptin do nol med iate a g reat inhibit01)' c ffee! 
011 food ¡ruake (36). In Ihi s sludy. Icptin scrum conccntnlli ons 
\Vere on the range of pregnant .-<IIS (3- 7 ngl I111 ). Howe ver. 
fasting serum leptin concentrati ons in R r<lls \.Vere higher Ihan 
¡hose observed in e pregnmll rals; despite Ihe lower body fm in 
Ihis group. leptill in Ihe R mothers may alter Ihe energy balance 
in conlribution 10 retal dcvelopmcnt. 

Protcin rcstri c tio n significantl y affcctcd Lhe prodUCliol1 of 
maternal li ver Le-PUFAs. Thcre are several potentiaJ ways in 
which low protein (and he nce, ami no acid) imake in Ihe 
maternal die! may affeet maternal li ver PUrA synlhes is. The 
mOSI like ly is an effeC I on availabilily of amino acids for 
e nzyme synthesis. Enzy1l1e acti vity could also be imp:lcted by 
al tered hi 5>lOne acetylatío n and methylation resuhing fmm 
changes sueh as decreased one-carbon eyc1e e01l1ponents. In­
deed. maternalli ver eontained an inereased stearic lo ole ie acid 
ratio. Although a nonsig nifieam differenee in hepatic SCD- I 
mRNA relati ve abundance. an e nzyme that c:Il ,ll yzes ole ie <le id 
fo rmatíon from sleari e ac id. which is the ra te-limiting step for 
ceHular synthesis 0 1' monosalurated FA from Saturated FA. was 
obscrved in R mIs eompared with colltrols. allerations in the 
ex pression 01' SCD- I e:mnot be ruled out and deserve funher 
investigatio n. 

In Ihis study. maternal protein restrie tioll resulted in a 
negati ve erfeet. part ieularly on Ihe capae ily of malemalliver lo 
desaturate LA and LNA. A signifi cant decrease in mate rnal 
hepalie AA and DHA was observed in Ihe R group. w hieh 
eorrelated with low express ion levels of !lSD. !l6D. Elovl-2. 
and El ovl-5. In line with this observalio n. Mere uri et al. (22) 
showed tha l malemal severe protein reslrictiOIl (5% prote in) 
during geslmion decreased !l6D aetivity in Ihe rnaternalli ver. 
and they suggested tha! Ihis could affeel Ihe normal suppl y 01' 
LC-PUFAs for the normal felus growth and tissue devclop­
mene In fael. in Ihe presem sludy. mild prote in reslricli on 
du n ng pregnancy reduced signifi cantl y the concelllralio n 01' 
DHA in IlHlternalliver and fet al bnlin. Before birth. moSI ifnot 
all fetal FAs originate frOIn Ihe maternal circulatiun ( 17). Afler 
birth. mi lk. malernal li ver (29), and diet later in life ( 17) 
represc nl Ihe maiu sources 01' FAs . Whelher these matc mal 
li ver chan ges in lipid metaboli sm could be expressed transgen­
erationally eannol be ascenained from Ihe results presemed in 
Ihis study. OZllnne el al. (26 ) de munstnued in 3-1I10-0Id o ff­
spring frUIll R pregn:lI1t mothers a decrease in hepatie !l5D 
activity and DHA concentrations. s uggcsting the eSlabli shment 
o f a partic ular gene express ion pallern. such as Ihat in volving 
melabolic Iipid enzymes. as seen in Ihi s s lUdy. 

The las t period 0 1' intrauterine lite in Ihe ral ( 17- 2 1 dG) is 
delllarcaled by an incre:lse in body ,md brain we ight logelher 
with an acli ve neurogenesis stage. During Ihi s periodo a rapid 
accull1ulation nI' DHA. unparallclcd \O nther FAs. lakes place 
(35). The s upply 0 1' EFA and Le-PUFAs is critical for no rmal 
deve lopme m 01' Ihe fetus (6. 15.20. 24). Indeed. nutrit ional 
Slatus 01' lhe mother during gestation has been positi vely 
associated with fetal growth . In general , reduced mate rnal 
nutriti onill status. particularl y regarding EFAs. h,IS been cor­
re laled with reduced neonatal growlh and head c ircumfe rence 
in humans (7). In fact. al birth, AA status in prc tenn infants has 
been corre lated with body weight (1 8. 19). and it has been 
proposed thm il is relaled lo intraulerine growlh rather Ihan 10 
poslnalal g rowlh (39). 

The brain is une uf lhe richest org an s in lipids (4 ). Our 
results shuwed thm a prOlein-restricted diet during geslalion 
significantly reduced fctal body wcight and li ver wcight. with 
no significanl e hanges in felal brain weighe However. Ihe 
conte nt of le tal brain lipids. particularl y DHA . was signifl ­
cantly lower eompared with e rats. Thi s las t findin g corre lates 
with data reported previuusly by Burdge el al. (5) in which 
DHA eoncentration in retal brain al 20 dG (mm 50% of protein 
restrictiol1 was l.ower compared with controls. As dcscribed in 
~l ETHOl)S . the need to poo l ti ssue frOIl1 all fetuses in a litler 
re moves the possibility of an analysis by le wl sex. We are 
currently study ing Ihe effect of Ihe observed changes in bmin 
compositi on o n offsprillg behavioral phenotype. 

In conclu sion, there is evide nce Ihal s111all changes in ma­
ternal dietary fat intake lI10dify the compos ilion of brain 
membranes dunng fe tal growth: howe ver. fe w studies deal 
with Ihe negatÍ\'e impaet 01' maternal prolein reslrictio n during 
geslation on fetal brain developmen!. The preselll sludy 
showed thal moderated protein reslrie tion during pregnanty 
significantly reduted the concentratiOIl 01' rnatemal liver AA 
and DHA and maternal li ver desaturasc and elongase gene 
expression. These results may negati vcly impact fe tal dcvel ­
opme n!. incl uding the brain (Fig . 7). 
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Al 19 days gcstmiotl. m"mmary gl'lIId lissuc was re mo"ed for hiswlogical analys is "nd 
lipid. AA. EPA :md OI·IA de le rminmion by g:ls chronmlogmphy. Gene Iran~rip lion 

w"s qu;mlified by RT- PC R "nd prolein by \Vesle rn blo!. 
Rt!.~"II.f. In R mOlhcrs. Illalllnwry g land lo buloalveolar de" cloplllell! was dccrcascd and 
showed fal cel! inli ltrnlioll . A6D. AS O. and Elo vl 5 mRNA wcre lowcr in R. whercas pro· 
leill le"cl s nleasuroo by \Veslem blo! werc unch.mged . Thi s is Ihe rirs l re pon Ihal dClecls 
lI\;unm"ry gland dCSaIU r;¡ SC ;md c lo ngasc prolc in. Althongh Elo\'l 2 mRNA W:IS 1101 
delcctable by RT- PCR. Elovl 2 prolein was nOl differcnt bclwcen granpl'. AA and 
OHA wcrc lo ..... cr and EPA ulldeleClablc in Ihe lIIaUlmary g land of R UlOlhers . 

CO/ldllsilm.f. Mmenml LPD decrcascd lmc geslmioll malll l1lary gl:md lobuloal"col:lr 
dcvclopmcllt :md LC - PUFAs . Prolcin rcslriCliOll lIcgali"cly imp.1clS maH' rnal m¡lInm~ry 
glnnd dcvclo pmcnt prio r 10 lac lalioll . (f) 20 13 1M SS. Publ i ~hed by Elscvicr lnc. 

K.· ... 1I}/Il/,<: Murnnlary gl,,,,d. Lo", prOl<:in. l"r"gnan<:y "ud Le I'UFAs. 

A<kI",,, ", ,,,,ni "'<lUe.,IS \<>: Elena Z.,m l",,,,o. In'liw.o Nacioo.,1 .Ie 
Cic"da, MMica, y Nutr;"ió" Suh'ooor Zubir.i" . V" ....... di: Quiro¡;" 15. 
Srt."i6 .. XV I. TI"lpan. 1",!lOO. Mü ico. 0 .1'. . ;\ ' '''';''0' 1'Il00,,,: \ + 521 (551 
5-\g7-119OO E~I . :N 17, FAX: (+ 52) (55) 5M5- 91159: E·",ai1: '~"'l\"n (¡O 

una", .. ", 

IlItrud uelioll 

Appraprióllc m;ucrn,,1 nUlrilion dlning gcslalion is crilie"l 
for o plimal fe tal grov.'lh and organ de\'clo pment (1 l. In 
¡¡ddi,ion. :111 ,¡dcqmlle rnmef\l 'll nUlricnt s upply is necess;¡ry 
10 snpport Ihe changcs Ihal oceur in llIalcrn:l1 SlruCIUrc am.! 
fune tiol\ during prego;mey. cspcci;tlly de\"cloplllelll ;tnd 
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A ppfOl)ri;ne mmcrmll nUl fÍ lion du ri ng gcsla lion is erilie"l 
fo r o ptimal re ta l g rowlh and organ dC\'clo pmenl (11. In 
"ddilio ll. '111 adcqU:lle mmenl" l Ilulrie nl s upply i~ nccess" ry 
10 SUp p O rl Ihe ehangcs Ihal occur in mall: rnal SU1JCIUrc :uu] 
fll lli.:l l011 during prcgn:1I1Cy .. cspcci;¡ lIy devclo plllenl ;md 
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"" 
fum::tion of Ihe nmnlm ary g land for lacuuia n. Normal lIIa ll1 -
lIlar)' cpithdi al cdl pro lifenuion is es;;crnial !O (he pmulle­
lion of a malurc mamrnary gland capablc of synlhcsi7. ing 
Ihe cnzymcs rcsponsib lc fOT Ihe rormatio n o f long-chain 
polyu n~al\Jratcd f:my acid (Le- PUFAs) through Ihe con­
vcrsion of prccursors such ¡os linolcie acid (LA 18:2 n-6) 
to ¡trach idonic (AA) and lJ.- linolcnic ¡¡cid (LNA 18:3 n-3) 
10 cicosapcnl:lcnoic ( EPA) ;md docosahcxacnoic (D H f\ ) 
vi" dcJt ,,-6 (116 D) "nd dclt:.-5 (0.50) dcsatur;,scs. Both en­
loymcs i ntroduce an unsatunUcd doublc bond ioto Ihe rally 
¡¡cid carbon backbonc. whcrcas clotlgascs 2 lmd 5 (Elo ... l 
2 ¡¡nd 5) :lTC rcsponsible fOT c long,uion of Ihe f¡uty acid 
c hain (2.3). It is wcll cstablishcd tha! Ihe dC'Icloping fClU S 
and nconalc I:lek Ihe ab ilily 10 ~ynthe,~ i ze ade(IUale amounlS 
of PU FAs (4.5), which lhe rcforc have 10 be Il rovided 10 lhe 
fe lus by Ihe mother via Ihe placenl:' ,.nd 10 lhe newborn via 
lhe mOl her'~ mi l" during 1:lclalion. LC- PUFAs .. re Ihe n 
incorpomled inlo cell membr.mes Ihroughoul lhe de\'cI­
oping nervous syslem and relina as esscnl ial elernenls o f in­
f;lnl m .. w nllion (6.7), espt:ci:.lIy cognili ve deve lopmem (8). 

The rc are many sludies of Ihe impac l of Ihe quamily .md 
quali ly o f f,,1 inl;lke dllri ng preg rwncy and 1"cl:'lion and ils 
e ffecls on fel,,1 :md neonatal de"e lopmenl. Howevcr, 10 our 
knowlcdge. therc are no sludies Ihal h"ve explorcd eITecls 
of low protcin imake during geslalio n on nwrnrnary c pithc­
lia l ccll prolifer:ttion and lipid metabolism. pan icu lar ly the 
enzylllt:s in"ol"ed in produc lio n o f LC- PUFAs (ll.5 D. ll.6D 
and Elo,,1 2 :l1ld Elo,,1 5). In a previous study we de mo n­
slra led Ilml nmlernal body f:ll includi ng li"er lipids were 
lower in prolcin-restrieIL'd mothe rs. In addition. pro tein re­
striction n.'duees des:uur:ll'e and elongasc gene exprcssion 
in the matern:ll liver as well as the eoncentr.l1ion o f AA 
and DHA (8). \Ve the rcfo re hypothesized thal protci n re­
Slr iction duri ng pregnancy would imp"ir lobuloalveolar 
dcvclo pment o f Ihc mammary gland and deercasc expres­
sio n of Ihe enzymcs invoh 'ed in LC- PUFAs fornmlion. 
\Ve investig:ued cffecls of a wcll-establi shcd modcl of 
matenml lo\V pmlei n d ietary inl:lkc on marn mary g l:lIId ccl l 
difTeremiation :md hisolOlogy. me labolie fu nction and en­
zymes rcsponsible for Le- PUFAs produc lion in Ihe preg­
nallt mI al 19 days of geslation. 

i\1ulcrials lUtd !\'l elhods 

ClIn! lUId M lIimelllUll."e o/ AII;lIIlIf.f 

AH procedures were approved by lhe Anim:11 EXI>criment .. -
lion Elhics Committcc 01' Ihe InSli luto N"cio r1:l1 de C iencias 
Médicas y NUlrició n "Salvador Zub;r:ln" ( INNSZ), Dclails 
or m:lle m:.' dicl. breed ing nnd m:m .. gement Iwve been pre· 
vious ly published in del:I;1 (9 ). Twenly one \' irg in remale al ­
bino adull Wislar mIs "ged 15- 17 weeks and weighi ng 
220-260 g wilh regular eyelcs we re red PuTÍna 5001 rodcnl 
diel :lI1d m" inl"illed unde r eomrolled lighling condil ions 

(1 ighls 011 frolll 0 7:00- 19:00 h al 22123~C). Fcmale rrus 
wer.:: mrued ovemighl wi lh pJ'oven male brceders alld Ihc 
day o n whieh spcrmalozoa were prcscm in :1 v1\gi nal s11Icar 
\Vas designale<! as Ihe day of eorK'eplion (day O). Female 
ra lS Ihal did nOI have spe rm:lIozo1\ in a v"ginal smear in 5 
eonSCCUlive {bys wcrc e xe ludL'd. As ~oon as Ihe fernal e ralS 
Ihal were posili ve for ~perlllalozO.1 in Ihe vagina l smear 
were irnmedi:tlcly Ir:lnsferrcd 10 an individu,, 1 e :lge. they 
were r..ndólIl ly :.lIoc:¡ted 10 be red e ilher with 20% prole in 
(C - control dict group. 11 = 10) or 10% prolein isocalorie 
d ie¡ ( R - restric ted diel group. ,r - I 1) ( 10). R;lts we re 
weighed d:li ly "nd provided wilh free ¡leCeSS 10 Ihe experi­
menta l diet .1Ild w.l\er. Food W:IS dclh'c rcd in Ihe form o f 
large n"l biscuil s rct"ined behi nd " gri ll lhmugh which 
Ihe biseuits eOllld be nibbled. The ;lmount of foo<l pmvided 
each d ay was weig hed as well as the .. mounl rcm .. ining af· 
ler 24 h. Food intake W:IS "Iso me:lsured in six fem:l le age­
m .. lehed non pregrmnl r:II S. On day 19 of gesl1\tion (dG) 
(chosen as a d:ly represenlali\'e of 1 .. le geslal ion bul ,, \'oid­
ing Ihe r.l p;d .lrId aceentualed hormon:11 .. " d rnel:lbolic 
e h:lIlge s leading 10 p .. n urilion). food W:IS re movcd from 
prcgnanl ra ls :'1 6:00 AM. Be lween 10:00 "nd 1l:00 AM 
r.:I IS were mpid ly ell lhani zoo by dec:tpilalion by cxpcri­
enced pcrsonncl Imined in the use of Ihe roderlt guilloline 
(T homas Scienlific. USA). To ensurc homogencilY of Ihe 
sludy slIbjcclS. r:IIS wilh lilten; of > 12 or <8 pups were 
e xcl llded fmm Ihe expcrilllenl: Ihrce cont rol :lIld (¡ve 
rcslricted 1ll0lhcrs were exe luded bccause of IhCM: crilc ria. 
Trunk blood w:.s eollcetcd ¡ntO polyelhylene tubes. allowed 
10 clOI al 4"C for I h. cenl rifllged al 1500 g ror 15 mili 1\1 
4°C ,lIId s.::nllll slored al - 20"C unlil :,ss:lycd. T he rig hl 
inguina l (4'10. 5,10 ,md 6,10 ni pples/gland . counled from Ihe 
cephalad end) mamm:try g land c hai n was excised . T hc 6 ,10 
w"s lixed in par..formaldchyd.:: fOT morphomcl rie analysis. 
\Vhereas Ihe 4'h and 5'h we re im medi:ucly frozen al 
- 75°C for 1,lIcr s lUdy by real -lime RT- PCR and \Veslern 
blOl analys is. Mammary glands 4'h. 5'h and 6'h from Ihc left 
inguinal nmmmary g kmd clmin were collccled for Fokh 
:malysis of fally acids. 

"'-1U1phome,,.ic AI/afysis 

Mam rmlry g l:md numbcr six. includi ng Ihe nipple and skin. 
\V:.s dissce led. seelioncd 10 ng itudin:l lIy imo I\VO ha lves :md 
ilTl mcdi¡¡tcly fi xed by iml1lc rsion in 4% pamforrn'lldehydc 
in nculml phosphale snline buffe r. Afte r 24 h of fixHlion. lis­
s ue sceliOlls were dehydr:Lled wilh clh:UIOI :1\ incrc:ls ing 
eoneent ralions fmm 75-95% :tnd embcdded in par .. ffin. 
Scetions (5 ~Ul1 ) we rc st.\ined wilh hemaloxylin and eosin 
(H&E), Fi\'e r:lI1dom ficlds in eaeh scetion fmm caeh mt 
wcre used 10 delen11ine Ihe I>crcentage are:\ oceupicd by 
eaeh o f lhc adiposc and parenc hy m:.1 ¡issues (¡[dnar and 
d U(·I .. 1 cpilhe lium) :11 low power l11ag.nific:Llion ( lOx). TOlal 
.. cimlr :Lnd .¡ci nar ecl l size s (¡[re:t 01' cyloplasm alld nucle us) 
wcre c"altHl led al hig hcr mag nific ' \lion (lOO,, ) in five 

'" 
fUIl.:tion of lhe nmmmary g land ror lacHllio n. Norma l lIIall1-
mary epithdial cdl pro lifenui on is esscmial 10 Ihe pnxJuc­
lion of ¡I maturc lIlallllllary gland capahlc of synlhcsizing 
lhe cnzymcs rcsponsiblc for Ihe form:1I ion o f long-chain 
polyunsaluralcd f:my acid (Le- PUFAs) through the con­
vcrs ion of precursors ~uch aS liuokic acid (LA 18:2 n-6) 
lO ¡tra<.:h ido nic (AA) :md lJ.- linolcnic 'I\.'id (LNA 18;) n-3) 
10 cicosapcnt' lcnoic ( EPA) ,lIld docosahcxacnok (D I'IA ) 
vi,. dcJt,,-6 (6 6D) :md dc lt:,-S (0.5D) dC.' atu r.lscs. BOlh en­
lymcs introduce an unsatur.ucd doublo:: bond into lhe rally 
¡¡cid carbon backbonc. whe reas clotlga~cs 2 alld 5 (Elovl 
2 :md 5) :Jrc rcsponsihlc rOl" dongation of the f¡Uly acid 
<.:h:l in (23). Jt is \Vdl cstablis.hcd tha! Ihe dc\'c loping fClIl s 
and ncor1:lle lae k Ihe abi lily 10 synthesize a<le(lu;\te amounts 
of PUFAs (-J.5J. which Ihcrcforc Imve 10 be provided 10 Ihe 
fe llls by Ihe mOlhe r via Ihe plaeent,. " nd 10 Ihe newborn vi a 
Ihe mOlhcr· .~ milk during I~. c l alion. LC- PUFAs ~.re Ihen 
incorporaled inlo eell mcmbranes Ihroughoul lhe devel­
opi ng nervous sy~lem and relina as esscnlia! clerne nls o f in­
f;ml m;'lIlr,.lion (6.7), cs¡x.'Ci;.lIy cognili ve de\le lolllllCnt IR). 

Therc <lre many .~lUdies of Ihe impae l of Ihe quanlily ,md 
qual ily o f fal inl:.ke dllri ng preg mmcy and 1;1el;llion and ils 
e ITee ls on fel "! ;md neon;II;11 developmenl. However. lo our 
knowJcdge. lhere "re no slUdies Ihal have cxplored effecls 
or low prolc in inlake dllring geslalio n on m;o11l1ll¡¡ry e pilhc­
lial ccll prolifcration and Jipid 111claooli;;l11 . p;onicu larly Ihe 
cnzyllll:s in\lol\'ed in produclion of LC- PUFAs (a.5 D. a.6D 
and Elovl 2 und Elovl 5). In u prcv ious sludy we demo n­
slr;oled Ih"l mUlern,,1 body fal incJudi ng liver Iipids were 
lowcr in prolcin-rcSlricIL-d mOlhers. In addilion. prOle in rc­
Slriclion n.-duces dCS:II um$C and elong¡.$C gene cxpression 
in Ihe maternal liver as well as Ihe concenlr.ll ion o f AA 
a nd DHA (8). We thercfore hypot hesized Ihm prole in rc­
striclion dll ri ng pregnuncy would im pair lobuloalveo!ar 
develo pme nt o f Ihe mammary gland and decrcase expres­
sio n of Ihe e nzymcs invo!vcd in LC- PUFAs fornmtio n. 
We in"estigated CITet'IS of a wcll -establis hed modcl of 
maternal low protci n d ielary inlakc on rmunmary g land ccl l 
differentiatio n and hislOlogy. membolic fU llClion and en­
zymcs rcsponsib le for LC - PUFAs produclion in Ihe preg­
nallt mI at 19 days of ge~l¡uion . 

Mutcrials mld !\'l ethods 

Care lIIlll M ailllellllllce oJ Allilllal.f 

A1I proccdurcs were allproved by the Anim;.1 EXI>crimenta­
lion Ethics Comm inee of Ihe Instituto Nadorwl de C iencias 
Médicas y NlIlridó n "Salv:'ldor Zubinln" ( INNSZ). DcI,lils 
o f m:'le m,,1 dieto breed ing ;lnd m:magcment have bccn pre­
" ious ty published in deta il (9 ). Twenly one \' irg in fe rnale al ­
billO adull Wisl:lr mts :Iged 15- 17 weeks and weighi ng 
220-260 g with regular cycles wcre red Purina 5001 rodenl 
diel and m,linl,li ned unde f com roltcd lig hti ng condi t ions 

(Iighls 011 fro m 0 7:00- 19:00 h al 22123"C ). Fcmale rals 
wcrc mmcd ovcrnighl wi lh [noven mate breeders and the 
day o n whie h spcrmalOzoa wcrc prescnt in a vnginal smear 
was desig nmed as Ihe day of conecplion (d:.y O). Fcmate 
ra lS tha! did nO! ha\'e spcrmalOzoa in [1 vagin"l smear in 5 
consecutive Jaylo were e xduded. As SOOll as the fem~tle ralS 
that were posili ve for spcnn¡¡IOzo¡¡ in Ihe vagin¡11 srnear 
werc imrnedi;rtcly tr:lIlsferred lO an ind ividua l c,.ge. Ihey 
were r:Lrtdol1l ly aJloc:'led 10 Oc red c ilhcr wilh 20% prulcin 
tC- contr01 diel group. /1 = 10) Ol" 10% protcin isocalorie 
d iet ( R - reslric led dicl group. I! - I 1) ( 10). IbIS wcre 
weighed d¡.i ly ¡lIld provided wit lt free uecess 10 Ihe ex pe ri ­
mental diel and W;lIer. Food was de livcrcd in the form o f 
large nal biscuils rct:.ined behind a gri ll through whiel! 
Ihe biscuits could be nibblcd. The a moullt of food providcd 
each d;IY was weighcd ,IS wcll as the ,1I110unt rcm,lining ar­
ter 24 h. Food in take W'IS " Iso me;t~ured in six fem:l le :lge­
malehed non preg rmnl r.ll s . On day 19 of gest;tlion (dG) 
(chosen as a day represenl;lli\'e of 1:lle geslalion bul avoid­
ing Ihe r:' llid and acccntu:\ted horrnon;1I and melabolie 
c h;lIlge s leading 10 panurilion). food was re movcd from 
preg nanl r:ol s :01 6:00 AM . Bctween 10:00 :Ind 11:00 A M 
r:llS were mpidly eulh:on izcd by dce;lp ilalion by expcri­
enced pcrsonncl lrained in Ihe usc of Ihe roderll guilloline 
(T hom;ls Scicnlific. USA). 1'0 ensure hOll1ogencily o f Ihe 
sludy subjeels. rms wilh li llen¡ of > 12 or <8 pup!> \Vcrc 
exduded from Ihe cXI>c rimcnl; Ihn::c control ;md (¡ve 
rcslricled rnothers wcrc cxc ludcd bccausc of thesc c rile ri :o. 
Trunk blood W¡IS collected inlO polyc thylene tubcs. a llowed 
10 c101:JI 4~C for I h. cenlrifllged al 1500 g for 15 min al 
4"C ,'lIId serum slorcd al - 20"C unlil ;lss;\yed. T he rig hl 
inguinal (4'h. 5'~ and 6'10 ni pplcs/gl;md. counled from Ihe 
cephalad e nd ) mammary g land e hain W:lS exclM!d . T he 6'h 
was fiJled in pamformaldehydc for mo rphomctric :umlysis. 
whereas Ihe -J'h and 5'h were imrnedia le ly frozen al 
- 75"C for l"ler s tudy by real -lime RT- PCR :lnd \Vcstcrn 
blot ¡ma lysis. Mamma ry glnnds 4'h. 5'10 and 6'" frorn Ihc le ft 
inguinal nmmmary g kt nd dmin werc collccted ror FoJch 
¡malys is of f¡m y acids. 

!l4U1phol/te/,-ic AI/a{ysis 

Mamnmry g land numbcr six. includi ng Ihe nipple a nd skin. 
W;IS dis:<ccled. scct io ncd lo ng itudin:llly into [WO h:l lves :md 
itn ll1cdi:llcly fixed by irnlllCrsion in 4% parnformuldehyde 
in neulr..ll pho~ph"te s¡lline buffe r. Afte r 24 It of fi xmion. lis­
s ue scctio l1s wcrc dehydr.lIed wilh elh¡mo l :u incrc,ls ing 
coneentr:oliotls from 75-95% ;md embcdded in p:\r" ffitl. 
Secliotls (5 ~l m) were stained wilh he m:llOx)' lin and eosin 
(H&E). Fi\'e ratldom fields itl e aeh section from e:leh mI 
were uscd 10 delen11ine Ihc I>crecntagc are;, occupied by 
cach o f lhe ad iposc (111<1 parenc hy m;.1 lisstles (udn:lr :md 
J Ut'la! e pithe tium) (.t low power magllific:ltion ( lOx). TOlal 
"d nar ¡lIld "dn"r ccl l sizcs (area of cytOpb Sl\l and nuclcus) 
wcrc C\';l ltHltcd ;tI hig her rn:'lgnificalion (100",) in five 
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Mammary gl'lIld lipids were extr.tcted by a modified Folch 
techni<jue {I I l. Samples ",cre homogenized as pre\'iously 
described (8) wi th 2 mL of 0.9% NaCl und 5 mL of chlor­
oform:melhanol (2: 1). Fally ac id extraction was perforrned 
by addilion of chloroform (3 x 2 mL). The org¡mic phase 
was p001cd. and 120- 150 Jl I of methanol was addcd Ilm il 
the organic phas.:: lurned transparcnt: 1 g of Na~SO.1 was 
then "dded and \'ot1exed. The org.mic ph'lsc was e\'apor.lled 
under a slream of nitrogen. 

Prl'/mmtioll of 1~lIIy Add MNhy/ Es/er.f 

Prep:l r.uions of s:ullples for f:ltly acid methyl eSlers 
(FAM Es) wefe pcrfonncd as pre\' iously describcd (8). 
Bricny. FAM Es were extracted wi th hex.lIle. ¡lIld the organic 
phase was pooled :md cvapomted. Hex:lne wa.~ added 10 Ihe 
residue and cenlri fugcd foJlowed by injeclion imo the chro­
malograph. Identific:ltion of Ihe FAMEs was bascd upon 
retemion times obt:lined ror melhyl ester standards from 
PolyScience ;lIld c:leh was cxpresscd :IS pereenwge (%) 01' 
10\;11 rany acid in ¡he sample. Another 33 differe nt fal ly acid 
compone nts (inc luding LC- PUFAs alld free fally acids) 
prescnt in the mammary gland tissue were a lso delcclcd by 
gas chrom:llogmphy. 

AI/a/ysi.f o/ mRNA E.'·('I'('.vsiol/ by Rea{-ti,,/{, QIUIII/ifmil'/! 
RT-PCR 

Mell~ll re l1\ent of mR NA cxpression of l160 :uld to50 by 
rClIl-time RT- PCR was performed as pre"ious ly dcscribcd 
(8). Brieny. 300 ng of lotal RNA was subjected to revers.:: 
tr.tnscri ption and then :Implified by PCR using Taqman 
Uni \'ersal Master Mix (Applied l3iosyslems. Foster City. 
CA). The probcs and primers for rat genes wcre obtained 
froTll PE Applied BiOSyslCTIlS (Pre- developcd TaqMan 
Assay Re;lgents Control Kits) l160 (Rn00580220_rn l ) 
:lnd 6 5D (Rn00584915_ml ). mRNA expression of Elo\'1 
2 and 5 by real -lime RT- PCR was pcrfonned as pre\'iously 
dcscribed. Brieny. relath 'e mRNA levcls oflargcl genes and 
invariam transcript p-aclin were detcrmincd usi ng cONA 
I>repanuion for tissues Md HC I I cclls. Synthesizcd cONA 
was mixed wilh Lighl Cyclcr Fast Stat1 ONA Masterl'l-us 

SYBR Green 1 (Roche. Indi:lnapoJis. IN) artd with \':l rious 
SCI~ of gene-spccific forw ard amI re\'el'l'C primcrs as fol­
lows: for Elo\'1 2. forward (GGA AGA AAT ACC TCA 
CGC AG) and revcrse (TGG CIT TIT TCG GTA TGT 
C); for Elovl 5. forward (CTC AAC CTG CTG TCT 
CTC TA) and re"crsc (ATC TOG TGG TIO n 'C TTA 
CG): for p-'lct in. forw'lrd (TGG AAT CCT GTG GCA 
TCC ATG) :lIld re\'ersc (TAA AAC GCA GC r CAG 
TAA CAG) alld subjeclcd 10 RT - PCR qua1l1 ific mioll us illg 

the Light Cyeler 3.5 dcteClion Sy~tCIl1 (Rochc). AII results 
werc normalizcd [O abu ndance of I}-acti n rnRNA as the 
housckt.'eping gene using the cquation 6 Ct = Ct target gene­
e. p-acti n. Fold change in eJt pression of genes analyzed 
was calculatcd using Ihe ¡,:qumion 2 ( l16 Ctgene). where 
66 Ctgene = mean 6 C[ target gene control- l1Ct targcl 
gene rest ricted. V'llues represent me.m fo ld changes ± 
SEM. 

Anl/{y.vis uf P/l)/{'ill Co//{:elllm/hm (,)' lVes/l' fII 8/01 

M:nnmary gl¡lfId ti ssue was hOlnogenized in RIPA Iysis 
buffer (PBS 1%. NP- 40 1%. sodi ulll dco;o;ychol:ue 0.5%. 
SOS 0. 1% and sodi um aúdc 0.006% [wtNol]). TOlal lys;,ltc 
protein concetllralion was delermined by Ihe Bmdford 
method. PrOlein s.l\Inples werc separated on 10% SOS­
PAGE gels :ll1d Ir.lt1sferrcd omo a pure nit rocellulosc mem­
brane (0.45 ~Im . BI O- RA0936400I). B lch membranc was 
probed wilh am ibodies (S ... lIa Cruz Biotechnology. Sama 
Cruz. CA) e ithcr 10 l160. l150 Elovl 2 ¡lIld Elovl 5 ¡U 
1:500 dilmion in TBS¡ (Tris-huflcrcd sn line Twecn: 20 
mM Tris HC I. 500 mmol NaCl. pH 7.4.0.0 1% Tween-20) 
with 5% non-fat dried milk for 6O-min ineub:ll ion. 6 60 
lInd l15 0 were incubalcd with go:u anti-nlbbit IgG- HPR 
and Elovl 2 :md 5 with donkey anli -goal I gG-~IRP sccond­
ary antibodies (Sanl'l Cmz Biotcchnology). Proteins were 
delccted by chemi luminescence. AUlorad io¡;traph images 
were capturcd lInd spot-densitomclry analysis \Vas pcr­
fonned using I mageJ software. A total of ei¡;tht s'lInples were 
included pcr gel. The fi rs l fOUT spots of each gel com:lined 
s:unpJes from the C group ¡md Ihe ncxt four from Ihe R 
group. AH resul [s were normalizcd to p-actin. 

S/ali.wk(¡{ AfW/ysis 

A l! data are prescnted as mcan ± SEr..·1. Slalisl i"al analysis 
W'IS pcrforlllcd using unp¡tired Studenl t lest to compare C 
(// = 7) :uld R (1/ = 6) groups. Results from Ihe re¡11 limc 
RT- PCR (mRNA gcnc/ll-ac lin normalizcd mtio) are ex­
pressed rel'lti"e to the e group. Weslern blot da ta were 
nonnalizcd with p-acli n: (1 < 0 .05 was eonsidered 
s igllificant. 

Rcsulls 

Marema/ I'a/"(/me/er.v m (9 dG 

There wcre no differcnces in body weighl al Ihe bcginning 
of pregnancy bctwl"Cn the experimental groups (C = 245 ± 
5 g :md R = 247 ± 4 g). Body weight gain fro m O to 19 dG 
was similar in both groups (C = J05 ± 4 g .md R = 109 ± 
4 g). M:lmmary gland " <cighl W:IS lowcr in R comparcd 10 C 
molhcrs (C = 16.2 ± 0.7 g VS. R =:: 13.9 ± 0.6 g: /' < 0.05). 
There were no differences in food inlake between C ;lnd R 
groups: food i1l1ake incre:lsed :11 Ihe bcginlling of pregnal1Cy 

M,,' .. mll/ U"'/~nI",rili"" "',,/ M"""",,/) G/"",/ Li/,M.,· '" 
StnlClUres pcr Sl."<: tion llsing the soliwurc cqll iplllCnt Leícll Q 
500W. 

FtII{y AcM A/wlysú· 

Mammary gl¡lIld lipids were extmeted by a modificd Folch 
lechni<jue {I I l. Samples were homogeni zed liS pre"iously 
descri bed (8) wilh 2 mL of 0.9% NaClllnd 5 mL of chlor­
ofonn:methanol (2: 1). Fally acid extr.lction was performcd 
by addition of chlorofornl () x 2 mL). Tite org:mic phase 
\Vas poolcd. :lnd 120- 150 ~tI of methanol was added um il 
Ihe organie phase turned Iranspan.:nl : I g of Na~SO., w:.as 
Ihen added and vonexed. The organic ph,lse w:.as evapor.:lted 
under a stream of nitrogen. 

Pn'/)(lnlliOIl (JJ Pal/y Add M e/hy/ Ef/er.f 

Prep:l r:u iOllS of s.unp1cs for f:uty acid methyl e~ t crs 

(FAMEs) were pcrfonned us prc"iously described (8). 
Bricny. FAME..¡ \Vere extmeted willt hcx'lIle. and Ihe organic 
ph,lsc Wl'S pooled and c"aporated. Hexane was addcd 10 Ihe 
res iduc and centrifugt"'(! fo Jlowed by inj;..~ tion imo the chro­
matograph. Identifi,·ation of the FAME .. was based upon 
rete l11ion times obtained for tt1ethyl estc r standllrds frolll 
PolyScienec :lIld each was c;o;prcsscd as pcrcenwgc ( % ) 01" 
lotal fan y acid in the sample. AnOlhcr 33 differcnt fany acid 
components (inc luding LC- PUFAs ,lIld frec f'1!1 y acids) 
prescnt in the m:lllllllllry gland tissue \Vcre ,tlso dc tectoo by 
gas chrotll:llography. 

A/wlysis uf mRNA EXlmf.uiul/ by Reo/·time QIUIII/i/mi!'e 
RT-PCR 

Measllrcmcnt of mRNA expression of 660 :md 6 50 by 
real·time RT- PCR was pcrformed as pre"iously describcd 
(8). Brieny, 300 ng of total RNA was subjected tO revcfSC 
tmnscription and then amplified by PCR using Taqm,lIl 
Uni"crsul Master Mix (Applicd Biosyslems. Fostcr City, 
CA). The probcs :md primers for r.tt genes ..... ere ohtained 
from PE Applied Biosystellls (Prc- de"elo¡x:d TaqMan 
Assay Re:lgents Control Kits) 660 (Rn00580220_m l) 
and 6 50 (Rn00584915_ml ). mRNA expression of Elovl 
2 and 5 by real·time RT- PCR was pcrfonned as pre"iously 
deseribcd. Brieny. rcJati\'e mRNA levels oflargcl genes ,md 
invariant tr.lII!\Cript [l-aclin were dctermincd using cONA 
I)r~'pllration for lissues :lIld HCI I cc lls. Synthesizcd cONA 
was mixed with Lighl Cycli::r F,lst Stan ONA Masterl·'.us 
SYBR Green I (Rache. Indianapolis. IN) and wilh various 
sets of gcnc'~ I)Cc ifi e forward and rc"crsc pri mers as fol­
lo\Vs: for Elo,,1 2. forward (GGA AGA AAT ACC TCA 
CGC AG) and rcverse (TGO CIT TIT TCG GTA TGT 
C): for Elo\' l 5. forward (eTC AAC CTG CfG TCf 
c-rc TA) and rc"ersc (ATC TOO TGO lTO TTC 'ITA 
CG): for I!-;¡c tin. forwa rd (TGG AAT CCT GTG GCA 
TCC ATG) :md rc"crsc (TAA AAC GCA GCT CAG 
TAA CAO) and suhjcctcd 10 RT- PCR quantifieation us ing 

the Lighl Cyckr 3.5 dcteClion Sy~tclll (Rochc). AII resulls 
were normalized tO ahundante of [:S-aeti n rnRNA as the 
housckL'Cping gene lIsing the C(luation 6Ct = Ct ta!"get gcnc­
CI I!-actin. Fold ch:,tlgc in e)(pres~ion of genes :lnalyzed 
was eakulatcd lIsing Ihe I,.-q umion 2 (66 Ctgene). whcre 
66 Ctgem: = mean 6Ct targct gene controt- 6Ct target 
gene restricted. V¡llues represent me¡1Il fo ld changes ± 
SEM. 

Alw f.\·s is uf P/l)/{'ill CU/IC:e/llm/irm 11y \VeS/l'''' B/o/ 

M,nnnwry gl:lIld ti SSllC was hOlllOgeni zed in R1PA lysis 
buffer (PBS 1%. NP- 40 1%. sodium deo;o;ycholatc 0.5%. 
SOS 0. 1% and !KIdium azide 0.006% lwtNolJ). Totallysate 
protcin concentration \Vas delc rm incd by thc Br.tdford 
method. PrOlein smnplcs \Vere separ.ued on 10% SOS­
PAGE gcJs :md Ir:tnsfcrrcd 01110:1 purc nilt"OCcllulosc metn­
branc (0.45 ~' Ill. 1310- RA0936400I). E.."lch Illcmbrane \Vas 
probcd \Vil h ant ibodies (S,mt,1 Cruz l3iolcchnology, Santa 
Cruz. CA) cithcr 1() 660. 6 50 Elovl 2 :md Elovl 5 :11 
1:500 dilulion in TBSI (Tris-hufl"c-rcd saline T\Vccn: 20 
mM Tris HC!. 500 IllJllol NaCl . pli 7.4.0.01 % Twecn-20) 
with 5% non-fat dried mi lk for 6O-min ineublllion. 6 60 
llnd 650 wcrc incuhatcd with gOlll allli- r:lbbit IgG- HPR 
and Elovl 2 and 5 with donkey anti .goal I gG- ~IR P second­
ary lllltibodies (Sanla Cruz Bioleehnology). Protc ins were 
de tectcd by chemi lllminescenec. AllIomdioj!r.lph images 
were captured and spot-densitometry ,maly~i s was pcr­
formed using 1 mageJ software. A total of cight samplcs were 
includcd pcr gel. The fi rs l four spots of cltch gel contained 
salllp1cs fmm lhe C group and Ihe next four from lite R 
group. AH results were norm:llized to [l-actin. 

SIa/i.wit'o/ AI/o/ysis 

A II dala are presented as mean ± SEr..·1. Stalistical analysis 
W,l~ pcrfonnl,."'(! us ing unpaircd Student t lest tO compare C 
(// = 7) :lIld R (// = 6) groups. Resuhs from the real lime 
RT- PCR (mRNA genc/I!-:.actin normali ;.;cd ralio) are cx­
pressed relative to Ihe C group. Wcslcrn blot data wcrc 
nonn:ll ized with [l-actin: l' < 0 .05 was consi dered 
s ignifk:mt. 

M<!Iema/ Parlllllefer.f (¡f 19 dG 

There were no diffcrences in body weighl al Ihe bcginning 
of pregnancy bctwecn lhe c;o;¡x:rimental groups (C = 245 ± 
5 g and R = 247 ± 4 g). l30dy weight g,lin from O to 19 dG 
was similar in both grollps (C = 105 ± 4 g ,md R = 109 ± 
4 g). Mamlll;¡ry gl,md wcighl W,IS lower in R cO/llpared 10 C 
motilen; (C = 16.2 ± 0.7 g vs. R = 13.9 ± 0.6 g: l' < 0.05 ). 
Thcre were no differences in food intake betwecn C and R 
groups: food intakc increllscd ,11 Ihe bcginning of pregn,lIlcy 
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(C = 30 ± 1.3 g/day and R = 3 1 ± 1.3 g/day) eomp'lred 
with age-m:ltehcd nonpregnant mts (22.8 ± 1.03 g/d:.y). 
At Ihe end of gestation. 19 dG. both groups dccreased their 
I"ood imake (C :: 18.9 ± 0.7 ¡lIld R = 16.4 ± 0.04 g/day) 
C0l11p.U1.'<I with Ihe first 2 weeks of pregmmcy. 

MVf()f1oIllNrk AI/a!ysi.,· a/ /9 (IC 

The pcrcen!:lge of surfacc arca oceupicd by udiposc tissue 
was lowcr in the mamnwry gland rrom e th'lIl the R 
tllolhcrs. whereas Ihe parenchyrnal lissue area was higher 
in C 1han R nl0thers (Figure 1). l otal :Icinar arca. uei n:lr 
ceH cyloplalitll ¡md nuclear size were .. 11 larger in C mothcrs 
eompart."-d wilh R (Figure 2). 

¿J6D. ¿J5D. E/ol"! 2 (/lid 5 Gene EXI)/"e.fsion by RT-PCR 
(11/(1 Pmle;n 1)' IVe.,·wm IJ/()/ (1/ 19 dC 

Murnrn:lry gland rnRNA expres.~ion of .6.60 . .6.50 ¡rnd Elovl 
5 was decreascd in R in comparison wilh Ihe C mOlhers. 
The rc lali\'e expression 01' Elovl 2 mRNA in the m:lmlllary 
gland WllS undctcctabk in bolh groups (Figure 3). Therc 
were no diffe rences in Ihe amount of .6.6D . .6.5D. Elovl 5 
and Elvol 2 protcin levels bctween C :llld R sroU])S 
(Figure 4 ). 

Fmly Add COlIIlNlsilio/l 1II 19 llC 

Therc were no diffcrences bctween e and R in the pcrcent­
:lse oflotal n-3. n- 6 PUFAs. monocncs and s:lIurated f:lny 
acids in the nmmmary gland (Tuhle 1): howcver. the 
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pcreenlage 0 1" AA. EPA and DHA was lower in R group 
eomp..1fed with C (Figure 5). 

I>iscus.'·¡ion 

\Ve previously repon ed Ihal malernal protein resl riction 
duri ng gcsllLlion lI ffeets malernal milk ( 12). The aim of 
the present study was to evalu .. tc the effeet of maternal pro­
lei n restrietion on the dcvelopment of the maternal m .. m­
mary gland during gcsl:ltion :IS :U\ :ldaplation 10 enable 
.. dequate fut ure supply of imponant lipids to pups during 
I .. etal ion. [n ag reelllcnt with our prcvious repons (8.9. 13) 
..nd olhers (14). prcgn .. nt mts g .. ine<l the samc amount of 
weighl aeross pregnancy :lnd Ihere were no differcnccs in 
body wcight bctwccn prote in rcstrictcd and non-restricted 
groups. Body fat accumulatioll during early pregllancy 
has bcen :tssoci:ltcd with increascd lipogenesis :md hyper­
ph:lgi:l in bolh prcgu:lnt wOlllen lInd ro .. s (1 5). Fm ¡ICCUl1lU-

1:1,ion inereased as ¡¡estalion ad V¡nlec<l. Food intake 
increascd in the 10- 16 dG periodo a wi ndow thm corre­
sponds \O Ihe initimion of m"jor fewl organ growth and 
• .ugrnented eel l pro li fe ration. The progressive incrcase in 
the avai labitity of exogenous substrates acti\'e ly contributes 
10 maternal .. ccumulation of fat dcpots. 111e reslricled pro­
te in diel has tx:cn shown 10 produce lowcr fal dcposits in 
the maternal earcass (8). 

Our data show Ihal protein reslriction impairs m.ullInary 
sland weiSht. epithclial ccll si7.e :m<l pro li fcT:lt ion in I:lle 
gcsllllion indicm inJ; Ih:lI. in Ihe presence of poor prOlein 

B .. ¡'"l . i ~ .n 
e R 

Fi¡:" .... t . ;\taOlln,,,'}' glml(! IIK,rphology al 19 da)", of .i:"~IUliorl . (A) I~d""r",hy",~t 1;<>tJ~ . (111 Adi~ ti,>uc. (el PhOlomkro¡:rdph ",aill~d "ilh ¡"'l1Ialo.<ylill 
alld "",in ( I O~). Ra1" red ~"nlr\J1 (e - 20% proIdn." _ 7) <)f''''.,tri<·I"d (R _ If», proIcill." _ 6) diCI during pn:gnurlC)I. ;\t~all ± SEM.'p < 0.001 \'~ . C. 

(e = 30 ± 1.3 g/day .. nd R "" 3 1 ± 1.3 gld¡¡y) comp .. rcJ 
..... ith age-ll\<ltchcJ nonpregn¡¡nt mts (22.8 ± 1.03 glJay). 
At the end of gestation. 19 dG. both groups decrcascd their 
l"ood intakc (e = 18.9 ± 0.7 ,lIld R : 16.4 ± 0.04 glday) 
comparcd ..... ith the first 2 weeks of pregnancy. 

MO,."flulllelrif" AI/alysis (/1 /9 (IC 

Thc perccntage of surface arca occupied by ndiposc lisSIlC 
was lowcr in Ihe m,lI11n1:1ry gland rrom e Ih,m Ihe R 
l11olhcrs. whereas the parenchymul li ssue area was higher 
in e than R IllOthcrs (Figure 1). Total :lcinar arca. ucin;lr 
ccll cYlopl:tsm ,Hld nucleur size ,,"e re all larger in e mOlhers 
comparcJ \V ith R (Figure 2). 

iJ6D. d5D. Elod 2 (lIId 5 Gene E.\'I"·e.f.~Ílm by RT- PCR 
(/1/(1 Pmltdll 1)" \Ve.m'm IJlul (1/ 19 dC 

Mamnmry glund rnR NA cxpn.:ssion of .0.60 . .0.50 and Elo\'1 
5 was dccreascd in R in eomparison \Vilh Ihe e mOlhers. 
The rc lali\'e exprcssion 01' Elovl 2 IllRNA in Ihe malllmary 
gland wns undelcclabk in bolh groups (Figure 3 ). There 
were no diITerenccs in Ihe umounl of 66D. 6 5D. Elovl 5 
óll1d El vol 2 protcin levels Ix: lwcen e ami R groups 
(Figure 4 ) . 

Fmly Add COIllI1Qsilioll 1lI / 9 (IC 

Thcre were no differcnces bctween e and R in the percenl­
:lge of lotal n-3. n- 6 PUFAs. monocncs and sóllUr.tled fally 
acids in Ihe nmlllmary gland (Tahlc 1): howcver. the 
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percentage 01' AA. EPA and DHA was lower in R group 
compareJ wi th e (Figure 5 ). 

l>iscuS-'iion 

\Ve prcviously reponed th:lt maternal protci n rest riction 
during gestmioll :tffects maternal milk (12). Thc aim of 
the prescnt study \\las to evaltmtc the eITecl of 11l,ltcmal pro­
lein rcstricliun on the developmenl of Ihe mate rnal mam­
nwry gland during gcstation as :Ut ;ldaptal ion to enablc 
'ldcqu .. tc future supply of impor1ant lipid" to pups during 
1;lclation. [n agrccmcnt ..... ilh our previous repol1s (K.9.13) 
,md olhers (14). prcgn .. nt mIs g'lined Ihe same arnount of 
wcighl anl)~S pregnaney and Iherc ..... cre no diITcrcnccs il1 
body weigllt bctwcen protc in restriclcd and non-restril'h!d 
groups. l30dy fal :Iccumulation during carly pregnancy 
has bccn :Issocialcd \\Iith increased lipogcncsis ¡¡nd hyper­
ph;lgia in bolh prcgnam wO l1lcn :tnd r:1I.~ (15 ). Fm llCC UIllll ­

l:lIion increased as geslalíon adv,nlCcd. Food intake 
increascd in the 10- 16 dG periodo a window that corre­
sponds 10 the inili;lIion of m,ljor fcwl organ growlh :lIld 
,lUgrnented cell proliferalion. The progressive increase in 
Ihe ¡jvaí labil ity of cxogcnous subslr:ucs acti \'cly eontributes 
10 malcmal :tccumulation or f" l dcpots. 111C rcslricted pro­
le in dicl h¡IS tx.'en shown tO produce lower fru dejX)SÍls in 
the maternal carcass (8). 

Our d:tta sho\V Ihat protein reslrietion impairs mammary 
gland \Vcight. cpithclial cell sizc and prolifenuion in l:llC 
gesl(l1ion indical in~ Ih¡lI . in Ihe prescnce of poor prolci u 

B -;¡ ¡'"l . i ~ 11L 
e R 

Fi¡:" .... l . Mamm"l}' glalld morpholo¡;y ~1 1\1 da)' .... f g"~lmion. (A) l·a""",h)'ll1~ll;~",e . W I Adipo-.<: 1.s>1IC. (e) Ph",om;crogr~l)h ... "ilk.'"<I "ilh tw;,ll1" .... x)"lil1 
a.1d c'(>,in / IU .... R"", rc'"<l mnll\Jl (e _ 20% p ..... ldl1." _ 7) ..... "".,lriCI~d (R - 10% pn,l";II." _ 6) did durillg rn:gllun"l". M~a" ± SEM.·p <0.001 "~. C. 
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FI~"rr 2. Mamm:U)' gbml nlOfl'hology:1I 19 days ge'1ation. (Al Adnar arca. (n ) C)"topla ,m. (e) ~uclci ,;,~ uf aduar ce ll>. (O) 1'hoI"",krt;>gl""dph .1"¡ .... -..I 
" -;th h""'~l"_'ylin and "",in ( I OO~ ,. Kals fe'" <,omn,l le _ 20'll prolein. " _ 7) (JI" "",ri.,lcd (R _ 1CY.f. pr .... dn. 11 _ 6) ,Iict during p"'gna lley. Mean ::1: SEM . 
• p <; ().()UI ~>. C. 

inmkc. nulricrn provisio n is imHJcqualc for nOnlml nml11-
nwry gland dc"cloprnclll. Mal lllll:J ry gl:l11d dcvcloprncl1t is 
scns ili vc [O the l,rccisc mix of kcy stcroid hormones 10 
which i l is cxposcd. \Ve have previously rcportcd an ¡n­
crease in maternal progcstcronc ( 13). tcstosTcronc and 
cstmdiol (9) conccnlral ions in rcslrictcd mothers al 19 
dG. Studics from Has lam (16) indic:uc Ilml progcslcronc 
plays 11 major role in normal m:Ullln:lry gland developmcnt. 
Thus. Ihc changcs wc observe may ""'cH aCl lhrough ¡I ltcrcd 
slcroid ~ til11ulU1ion of gro\\'lh ¡Ind diffcrcnci:ltion rcsulling 
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from (he dcficicrn diel. Howevcr. ""'c knOIll of no dala on cf­
fcc ls of cxccss slcroid e}([lOsure or cvcn (he opti tllUIll r.Hio 
of thesc Mcroid~ in thc ~ctli ng of a low protc in die .. 

A compclling body of d¡J(¡J shows th,lI e¡¡ rly malnutrition 
prcdis[lOscs 10 life-Iong chronic dise¡Jscs. Appropri:llc 
maternal nUlrition during gcsI,llion is cri lic,ll for opt imal 
growlh l.l11d devcloprnern of all fel:11 orglms (1). However. 
Ihcre are very fe\\' slUdies Ih:1\ address polent ial cffccls of 
l11<ucffl;¡1 prole in re8l ric!ion during geslalion on ¡¡v¡¡ih¡biliIY 
of PUFAs (8. 17. 1 R). \Ve previollsly dC Jllon~lrtucd in (he roll 
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Fi}:lIrr J. Mm~mal n .. ,,,,mal)' ,I;IIId . ( A~ tl.6 ¡lI"murn",. ( 1.1 ) tl. .~ "'''''111'''.1.«: . le) eto~l $ (e lo.,ga,~) ", lali ,·~ abund.:lllc~ g~nc n l"" ."ioll by ",,,I· li,,,,, 1fT -Pell. 
ul 19 oJay' or l!e.,wion. R~" reoJ comrol (e _ 2O'J. I'f'JIdn) o r ""triceN IR - l(l'Jo prolein) oJi~1 oJuró,,!: pre!:nuncy. Mean ± SeM." - .j . • " < 0.0$ '0'. C. 
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FI¡.:"r~ 2. Mamma/)' gland nlOfpllolo¡;y al 19 da» llC'lation . ( A) Adnar area . (Il ) C)"lopla>ln. ¡e ) t'llIclci ""c uf "cinar "e l! .... (O) l'hoIomkrQgr.lph >,,,i .... -.J 
"'th h"",alo.,)' l in and """in ( 1{)Ih). ¡¿:lIS fc-d enm",1 (e _ 20% prolein,,, _ 7 ) <JI" .. , ,,ri,,,,,d t R _ un. pr<>Idn." _ 61 ,Iiel durinll .,...,g",,"e r. ),lean ::1: SEM . 

• " < O.OUt vs. C. 

imakc. nutricn! provis ion is in¡¡dcqualc fOf non llal nml11-
mary gl:lIld dc"cloptncllt. M:unm:lry gl;ll1d dc"cloptncm is 
.sc n~ ili vc [O ¡he Im:ci><e mix of kcy stcroid hormoneS 11) 
which j i is cxposcd. \Ve have prcvious ly rcportcd an in­
c rc"sc in mate rnal progcstcronc (1 3). testos!cronc ¡md 
cstmdiol (9) conccmral ions in rcslrictcd mothers ", 19 
dG. Studics from Has lam (16) indic:uc tha! progcslc ronc 
plays a Ilmjor role in norma[nwmm;lry g land de\'e loprnent. 
Thus. Ihc change~ we observe rn:l)' l-I'eH aellhrough altercd 
slcroid ~l il11ulntion of gro ..... lh und diffcrcnlial ion rcsulling 
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from Ihe dcficielll d ie!. HowC\'cr. \\'c kilo\\' of no dala on ef­
fce ls of exccss slcruid ellposure or c\'en Ihe opliu1l.I1ll wlio 
of ¡hes!! xlcroids in Ihe ~t1i ng of 11 low prulcin dic!. 

A compclling body of data shows Ih:11 carly malnutrition 
prcdispo!.Cs 10 life-Iong chronic discases. Appropri:Ltc 
maternal nutrition during ge!!oliltion is c!"itic:11 for opt imal 
g rowth :.L11d de\'clopmellt of al l fel:.1 organs (l J. I-Io\\'e"er. 
thcre are "el)' fe ..... slUdies II1:lt .. ddrcss polcnti:.1 effeels of 
m:ucf!l:11 prOlc in rcslriclion during gcslalion on u"ai labilil)' 
of PUFAs (8. 17. 1 R). \Ve prcviously de Jllon~lr(ll,.:d in ¡he roll 
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Fig urr .l. Mm(n.al ""IIIm.a!)' I:I'IIId. (A) llo(. dc"'lurn"". II.I¡ .!I. .~ dc,.aw ..... «: . ICI e lo\'1 $ tcl'H.ga",, ) rdal;'" aburn.L:,nc( g("" " XI"",,;on by ...,al · I;",,, RT -1'(: 11. 

,,1 19 day. of ge.,I~.;on . R~IS ("d C<)O\1,,,1 lC - 20~ [lroIdn) "r re,.rkl~d IR - 10<* prt)lcin) d;". dmin): l"egn~Il"Y. Me~" ± SEf,·!. " .. .j • • " < 0.0$ " •. C. 
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Fl):" ,.., 4. M"'cnml ,"a,"n",ry ¡;l~mJ prole;" 'lllami/iC3ti"n by W",'cm 1>1" •. (A ) ~6 .. leS.1"""SC. (11 ) A.'i dc",,,,,r~...,. (el Elovl 2 (donlpsc ). CI) I EI",·I.'i (do,, ­
ga,;<,). 11-,..";,, '" 19 dnys uf !leMal;"". ¡{,liS red "()111m! le - 20% pn.>Idn ) or ""lricl~d ( 1{ - 10'l> pnll";n) die, during p",¡; n,U\" y. ¡"·k a" :!::: SE1>I . " .. -l . 

Iha! m:ucrn;¡J prolcin rcs tric tion during prcgnancy ncga­
tivcly impacls fdal bra in dcvclopmcnt ,lssoc ial L"<l wilh 
changcs in rnalcmal1ipid mcwbolism . Al 19 dO. fela l brain 
lipids. p .. n ic ularly D I-IA. \VeTe 1i ignificaml y lowcr in fc lUscs 
of prolc in-rcstriclcd rnOlhcrs comparcd with cont ro ls (S¡ . 
Maternal prOlein rCSlr ic lion in prcgmmcy afTeels offspring 
bdmvioral phc nOlype and impairs olT~pring le'lming mlll 
1I100i\"ll.ion ( 19-2 1). Duri ng adul l life. pups from mIS fL-d 
wilh low prolcin d iel during geslalion increased Ihcir body 
wcighl ( 13.22) and dell1on~ lra led nbnonn a l appelili ve 
belmvior and leplin reg ulalion ( 12.22). In Ihe prescnl s ludy. 
ti! 19 dG. AA and DHA \Vere lower in Ihe mammary g land 
o f reslric led in eom pari son wilh cOnlrol m01hers. In addi­
!ion. EPA. anOlher impOl1alll LC- PUFA Ihm has beneficial 
aClions in m,my devcloping fela l syslems includi ng Ihe im­
mune (23). ne uml (2·t25) and eardiovaseu lar syslems (26). 
W'lS prcSCIll in lhe m:llnmary g land of Ihe eonlrol group ¡¡nd 
!l01 delee¡¡lble in Ihe rcslric led gro uI> al 19 dG , nle reduced 
exprcssion o f des .. lurases and clong .. ses in rn"lernal liver 
would explain. in parto Ihe dL~re .. scd mamm .. ry gl .. nd con· 
Icn! of AA. EPA .. nd D liA. even when Ihe mOlhe r is 

1'~ hl e l . M,,'cn,~l fa .. y acid ,-" ", ,,,,,,iri,,n in "'''''''''''1)' ¡¡t",d ,,' r9 days 
of ¡¡e'lari"" 

I'~LLy "" ids ('1» Conlrol" .. 7 1(~~lri"led " ... 6 

1'o",r n·J PU I-"'A, , ± O.().I , ± O.Ol-I 
TOIal n·6 I'U I'A.< " ± 0 .7 33 ± :! 
TOIal ",~lUmlt'S J3 ± !l.9 .33 ± 1 
TOI:II """,,-,<,nI:.' JS ± , 33 ± 2 

!'lo,,,: R, .. ~ red "'''''ml tC 2(Y.J, pnMcin." ., 7) ,,1" rc~lrieled \1( I()<,J, prv­
re;n." .. 6 ) dicl durin¡¡ pre¡;n:11Icy (111"'''' ± SE~·' ) . 

subjeclcd 10 a prolein-reslrieled diel during preg n:mcy 
wilhom 1I10difying Ihe quanlily .md qua lily of diclary 1':11 . 

Propcr malcrnal nmrilio n during prcgna!lcy is cnlc ia l for 
LC - PUFA ~ymhes í s by Ihe maternal liver and m ,unmaly 
gland prucesscs Ilml are key 10 nonmLl feml de\·clopmcm. 
Ade(luate PUFA ~upply and mClaboli~m d uring lhe pre· 
and poslnatal pcrioJ are essemial for oplirnal ner\'ous 
sySle m rnalumlio n (6.27-29). AA. EPA and DHA. nmjor 
produelS 0 1' dcsatur:tl ion and e longalion e nzyme :lell\' ily. 
are irnporlanl in fetal de\'cloprnent particularly for de\'elop­
ment o f Ihe relín:l. ne ural ¡md v:tseular lissuc. 111e dcmand 
ror In :ucmal PUFAs ine renses duri ng prcg ll .. ncy .md lael:l­
lion OCC'IUse lhe lllolhe r needs 10 pmvide Ihese essenli .. 1 f.!\I y 
ae ids 10 Ihe fel lls and neonate (30.3 1 J. Al lhollgh pregrmnt 
women havc Ihe oplion 10 increasc Iheir diClary intake of 
¡hese nutrients 10 nminl .. in adequate malenml reserves and 
cnsurc:1I1 O]>limal infanl sup])ly. ,¡ltcring d iClary con sumption 
w .. s no! ]>ossible for Ihe dcprived r:LIS in our slUuy bceausc 
food W¡l.~ pmvided (uJ /ibilum: o ur results show Ih:JI roocJ 
intakc. including PUFAs int:lke was Ihe S:tme for bolh 
groups. Al! c h.lJIgcs obser\'cd in R gmul> are rc laled 10 pro­
lcin reslriclion ralhcr Ih,1II :lllcnllion in PUFAs consllmplion. 

The AA .. nd D~IA SlalUS oflhe human neonale .1I birth is 
co rrc l .. led 10 maternal prcgn .. ncy le "c ls o rlhes.:: fall y ae ids . 
espec ia]]y during Ihe lasl Irimcslcr (J2.33). Bre .. s l milk 
DHA levels are direelly relaled 10 .. dc(llIale m .. mmary 
gland dcvclopmenl .. nd funclion (3.1) . Ahhough Ihe live r 
is Ihe princ ipal sourcc of LC- PU FAs. in Ihe l .. s l week of 
geslalion and during laetalion Ihc male rnal mammary g l:Uld 
also pl .. ys an iml>Ortanl role in LC~PUFA biosYlllhesis (35) 
.. lid produc lion 0 1' mi lk wilh 1I0 n1lal concenmuions 01' Ihes.:: 
css.::mial nulrie lllS requi res adequale prolifc nllio n and syn· 
Ihcsis w ithin Ihc rn.llnmary g land in latc gcslalion. 
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Fl)l" ..... 4. l\blCnJal "'am"'~ry ¡;1~n¡J pOlleó" <jlla",i/icati"" t>y W~,'~m blo •. ( i\ ) <l6 "'C"'''''r:~<c. ( n ) ll. ~ dc"''''''U<C. (e) EI",-I 2 (dong"w). CI) ) F.1",-15 (el",,· 
g'osc). II-,,,,,;n '" 19 days of geMal;"" . R"IS fed " "mrol ce - 200;f, protdn) or re,trk1ed (R _ 10% pl'Qldn) <líe, doring preSn;lI1<:y. )"kan :l:: SEr.! . " _ 4 . 

Ihm Ill,UCl'Il<ll prolc in rcslriction duri ng prcgnancy ncga­
livcly impacls fetal brain dcvclopmcnl ¡.,;sociatcd Wilh 
c hangcs in rnalcmal I¡pid metabol ism . Al 19 dO. feta l brain 
I¡pidli. pólrl icularly D I-IA. \Vere 1iignificHml y lowcr in fclUscs 
of protci n-rcs tric tcu mo thcrs comparcd with contro ls (S). 
tvlmc rrml prOlcin fC-~lriclion in prcgnancy aITeels offspring 
bdmvioral phc not )'pc and impnirs olTspring le :.rning ¡md 
moti V¡llion ( 19- 2 1). During adul l lifc. pups fmm r¡IIS f¡."<! 
w ilh low p rOle in d ie l during geslalio n incrcascd Ihcir body 
wciglll ( 1 ~.221 and dCnlOnSlralcd abnonnal appclili vc 
bclmvior and h:plin rcg ul:. tion ( 12.22). In Ihe prcscn! s tudy. 
al 19 dG. AA and DI·IA \Vere lower in Ihc mammary g ]¡md 
o f rcslric lcd in com pari son with corurol motheN. In addi ­
tion. EPA . another impo l1anl Le- PUFA thal has ocnclic iül 
ac tio ns in man)' d cvc10ping feca l s)'Slcms inc1uding the im­
mune (23). ne ural (24.25) and ,·"rdiovaseu1:tr systems (26). 
W;lS prcscnt in lhe m;lmmary g l¡md o f Ihe conlrol gro up and 
not delectable in Ihe rc:'I ricll::d groUI) ¡lt 19 dG. The re duced 
exprcssion o f desaturascs and c10ngascs in /ll¡,ternal livcr 
woulJ cx plai ll . in parto Ihe dceTeased rmUlIIl1;lry g land con­
ten! of AA. EPA ami D liA. cven whcn Ihc mothe r is 

' -" h k! l . M"lcnlul fuuy acid e'"11fX"'itiu" i1111"''''111''1)' g lund ,,' 1<) d"y' 
uf s~"mi"" 

I'auy ",,¡d, ('Ñ» Con,rol" .. 1 I(~ .. lri" ,cd " .. 6 

TOIal " ·3 PU I-""A_ , ± O.(l.I , ± O.Ol'l 
TOIal n·{; I'UI'A.< " ± 0 .1 33 ± 2 
TOI:ol ""!Uml.,,. 33 ± 0.9 ,,. , 
Tu",t """"",n,,~ J S ± , 33 ± 2 

r>lUI": R,,,, r"d ,,,,,,,,,,1 te 2en. pnM"in . 11 _ 11 or ..,."ri",,,d 11( 10% pro-
1<'¡"." .. 6 ) d¡~, duri"G ¡>r"Gn:",,,y (n""", ;1; SEM). 

.subjeclcd 10 a pro tcin· rcslriclcd d icl during pregn:mcy 
wilhoUl modifying Ihc quantity ¡md qU<l lily of diet<lry I"nl. 

Propcr matcrnal nUlritio n during prcgn¡mcy is c ruc i<ll for 
LC - PUFA synthcsis by the maternal live r and mmnl11:' l)' 
g lund proccssc.-; !lml are key 10 no nnal fetal dc,'c1opmcnt. 
Adcquate PUFA supply and mctaboli~m during Ihe pr<:. 
and postnutal pcriod are csscmial fOI" opli llml ncrvous 
systClll m:llumtio n (6.27- 29). AA , EPA ami DHA . major 
produCls 0 1' dcsatural ion and clongm io n cn~y1llc aelivity, 
are imporlant in fe tal dc,'dopmem particularly for dcvelop­
lllc n\ or Ihe retina. neu",1 and vllscular li :.sue. lbe de mand 
fOT m;ueOl:tI PUPAs ilK'rcascs duri ng prcg n;¡ncy :md h,c ta­
tio n OC'C¡IUSC lhe tllothcr llceds 10 pmvide Ihese esscnti:l1 f;lII y 
<lcids 10 Ihe fCl us alld Ileo nale (30,31). A ll hough pn:gmml 
women have Ihe opl ion 10 inc reasc Iheir dielary intakc o f 
these nUlricnts to mailllain adcqualc malcnml reserves a nd 
cnsurc :m oplill1al infam suppl y. altcring diClary COI1 ~umption 

W¡jS (101 possiblc fOT Ihe deprivcd ralS in our s tudy bccausc 
food wa.~ providcd (Id ¡¡bilu",: o ur rcsults show Ih,,1 rood 
int¡lke. including PU FAs inlake was Ihe ~amc for bOlh 
gmups. AIJ c h;lI1gcs obscrved in R gmUI) are rc latcd lO pm­
lcin restric t.ion mlhcr th¡m ¡¡lle r¡IIion in PUFAs consumplión. 

T he AA ¡lIld DHA staluS ofllle human neonalc ¡II binh is 
corrc laled 10 matem:ll pregn¡lIley le \'e ls o flhes.::: fally acids. 
espccialJy during t.he la:'1 trimester (J2.J3). Brc .. ~ 1 mi lk 
DHA levels are dircctly relaled 10 adc(IUale manlillary 
gland developmenl ¡.md funetion (34). Although tite live r 
ís tltc princ ip;,1 sourcc of LC- PU FAs. in lite 1;ls l wcck of 
gcslation and during laet¡llion tite mate rnal mamm;¡ry gl;,nd 
also p la)'s an importanl role in LC-PUFA biosynlltesis (35) 
and producl ion 0 1' milk wilh no nTl .. 1 concentnltions 0 1" thesc 
csscntial nulrients requircs adc(lu¡UC prolife rmio n alld syn­
Ihcsis w il hin Ihe m¡unmar)' g land in late gcslalion. 
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Prcviously we repúned scveral púlelui¡11 wuys in wh ich 
low protcin inl:!ke in lhe m:uenwl diel muy :!ffeel nWlernal 
hepmic PUFA sylllhesis (8). Gene cxpTession of hepat ic 
6.60. 6.5 0 . Elovl 2 and Elovl 5 was sign ific¡j lll l)' lower in 
m01hers e/liposcd 10 a prOlci n reslriclcd diel in eomp¡lrison 
wilh Ihose fed wilh :1 1I0n11;11 diel (8). In Ihe prescnt sllld)' 
we wcre able (O nlC:lsurc nmmmary gland mRNA and 
prolci n for bolh desalurases. 6.60 and 6.50. as well as 
Elovl 5. However. in the ease of Elovl 2. we on l)' deleeled 
Ihe prOlein. mRNA was unmeasurable using :1 probc Ihal 
deleeled Ihis mess:lge in liver (g). One I>otemial cxplanation 
is Ihm Ihere are diffe ren! spliccd vuriants ill Ihese IWO 
lissues. Elovl 2 tr.lI1scripl ioJl produces thrcc differcJl I 
IllRNAs. IWQ ullc rnativcly spliccd varianls and one un­
spli.:::ed ronn (36). 

Umil \'ery rccentl )' Ihe aeccplcd view was Ih;lIlhe mam­
mar)' g land does nOI panicipale in Ihe produelion 01' 
LC- PUFAs pre!;c11I in mi lk and Ihal a ll milk LC- PUFAs 
comc from m"lcrnal plasma (37). HoweveT. a very reccnl 
public¡lIion has demonstr:ued gcne cxpression within the 
mamm:!T)' g l"nd of key em:ymcs nceded 10 synthcsize 
LC- PUFAs (35) , 1"0 our knowledge this is Ihe fi rsl repon 
Ih;1I deleclS nmrnmary gland desmurase and dongasc pro­
tein. OUT results show that both 6.6D .lIld 6.5D d¡::S;!lUrascs. 
as wc ll as Elovl 5. "re prescnt in Ihc ral rnammary gland at 
leasl in Ihc lasl thin! ofprcgnaney ( I9 dG). mRNA c/lipres­
siol1 of thesc e l1zymes was rcdueed in reslric led comp:lred 
with t"onlrol mOlhcrs. Howc\'e r. protcin cxprcssion was un­
ch.mgcd. This discrcpancy may be cxplai ned by difrcrcnl 
reg ul:llion of produclion. degrad"lion al1l.Vor ;te li viI Y. 

[n cOl1dusion. rcsu lts indie¡lIc Ih;11 during pregmmcy Ihe 
mammar)' g land cx prcs~es dcs;llurascs :md dongascs 
nccessary for (he produelion of Le- PUFA s)'nthesis in 
addition 10 producl ion of Le - PUFAs shown prclliously 
in Ihe [i"er. Low malem.1I d icl ary prolcin intakc duri ng 
gcslation neg'llivcl)' impacls mammar)' g land dcvelopmenl 
aeeompanied by marked infillr.tlion of the g land wilh adi­
[>ose li ssuc. As JI rcsuh. a sm:lllcT prol>Or!ion of (hc gl¡md 
is made up of adnar cells re~ulting in dccreasi ng synthcsis 
of dc~:uur:l scs and c1onga~cs and a decli ne in nmmmary 

gland Le-PUFA comen!. Abnormal m;unm¡¡ry funClion re­
sulting from poor maternal nutrition during prepar.ttion for 
laetaliol1 períod likely affeels Ihe (IUlIlily of tmnernul mi lk 
und availabil il)' o r kcy murienls for neonalal bmin and 
rel imll dcvelopmcm wilh polem i"l eonsequcnccs for eogni­
li \'c and visual runclion in lalcr life. 
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Prcviously we reponed ,;cveral J>Olcntia l way~ in which 
low prolci n im:lke in Ihe malen1l.l1 d icl may arrcct nWlcnm l 
he pmie PUFA s)' llIhcsis (8). Gene c"l'rcssiol1 of he patic 
6.60 . 6.5D. Elovl 2 and Elovl 5 was significam l)' lower in 
mOlhers exposcd 10 a prOlci n ~Iriclcd dic! in comp:lrison 
with Ihose fcd w1th :1 1I0Tlllil l d iel (8). In Ihe prescnt s!Udy 
wc WCfe ablc (O IlIc (tsurc nmmm:lry g land mRNA and 
pmlel n for bolh desalurascs. 6.60 and 6.50 . as wcll as 
Elovl 5. However. in Ihe case of Elov l 2. we 011 1)' de leclcd 
Ihe prolc in. mRNA was unmeasur"ble using :. I)robc Ihal 
delected Ihis mc.~s:tge in liver ( ~ ) . One IXJlc lll ial explanalion 
is Ih:1I the re are diffcrcnt s pliccd variants in Ihese 1\\'0 

lissues. Elovl 2 1r.lIIscripl ioJl produces Ihrce diffe rcnl 
IllRNAs. two a ltcrn,u ively spl iccd vari:tn ts and onc un­
~p li ced fo nn (36). 

Umil "ery rcceml)' Ihe acceptcd vicw was Ih:ll lhe mam­
mary g land does nOI participale in Ihe produclion of 
LC- PUFAs present in milk and Ihm a ll milk LC-PUFA~ 

come from m"lern:ll pl:lsma (37). Howc"er. a ver)' recenl 
publication has demonslr.ued gene ex prcss ion within Ihe 
mamm:lr)' g land of kcy cnzymcs nccded 10 s)'nthesize 
LC-PUFAs (35) . '1'0 our knowledgc Ihis is Ihe first report 
th¡n delecls rn ,unm ary g land dcsmurase and clongase pro-
1C'Í1l. Our results show Ih ,1I both 6.6D ,lIld 6.5D des:.tur,tSCS. 
as well as Elovl 5 . <lre present in Ihe ral mamm"ry g land al 
leasl in Ihe lasl Ihin! of pregnanc)' ( 19 dG). mRNA c"pres­
~ ion of thC.i;C enZ)' tnes was rc<Juccd in rcstric tcd COl11 p:lred 
wilh ("onlrol tllo lhers. Howc\'c r. prOleln cxprc~sion was un­
chan¡;;ed. TIlis d iscre panc)' may be cxplai ned by d iffcrc nl 
rcg ul:llion of production. dcgrad <l lion ;lndlor <lc li vil )'. 

[ ti conc1usio ll . rcsults indic¡uc Ih:,1 during prcgnancy the 
mamm:iry g l:mJ ex presses dcs<l lur.lscs :lnd cJongases 
nccess3ry fOf the produc tion 01' LC-PUFA s)' lIIhcsis in 
addition 10 produdion uf LC- PUFAs showlI previously 
in Ihe lh·c r. Low n¡¡¡ temal d ielary pmleln intakc duri ng 
gcst:Ol ion negat ivcl)' impacls mammary g l,md dc.velopme nl 
accompanied b)' ma rked infiltmtioll o f lhe ¡;; 1:lIId wilh adi­
IXJSC li ssuc . As :1 resu lto a .~lI¡¡¡l l<::r prolXJrtion of Ihc g land 
is made up of aci nar ceHs result ing in dccreas ing synthcsis 
o f desmur'lsc$ ,1IId c10ngases ¡uld a decli ne in 111 ,l1l1mary 

g l<l nd LC-PUFA contcn!. Abnornmllll¡lmmary function re· 
sulting from poor malcrnal nUlrition duting prepar.tlion for 
lac tmion pcriod likely ¡lffecl:> Ihe quality of tIIaterna l milk 
and ava ilabilily 01' kc)' nmrienls for neonalal brain and 
re lim.l dcvelopmc11I wÍlh polemial eOllsequences for cogni. 
li,'c ¡¡nd v i ~u al funclion in laler li fe. 
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Ouring prcgnal!t:.y. the morher musl provido the nu/rionts 
ncco6Mry ror propllr diffúronli/llion, m/llur/ltion /lnd growlh 
or relnl organs alId sys tems. 
During lh is periodo Ihe mOlher Ildnpl s Iler metlloolism to nd· 
dress Ihe coulil/uing demllnd ror s ubstTlltes /O be Irllnsrerred 
10 lile relus rhrougl/ ti/e placenta. f:Ssentillllil/ly ucids 1'''111101 
be synlhesizcd hy humans, Ihercrore. should be oonsumed /lS 
pI.rl or lite dieto l IS deriw.res, LOlIg·Chuill Polyuusalurulcd 
f"i.uy Acids (/.C-PUf'A s) rrom bios.ynthesis ;11 Ihe mnrerna/ 
/i"er during pr~gnBncJ' /lnd IBcl/l lion are r:ompound~ Iltut wil/ 
rorm ptlrt or Ihe celllllembnlnes orlhe hruin. rolina. "nd li ,,­
ero fúllll /Jlld I/ú" 'born hearl .. Ihemby elltlbling lite 811100lh. l/C­
livation IIlId regulalioll or cellu /nr limclions. Thcmrol"il. 
Ildcqulfle nuuitionlll Blalt/S of Ihe lIIolher durillG pn.'gllancy 
IInd 1:'1'/111;011 ill lIeceSSltry lO el/s uro (ldcquR/.e producl de.·e/· 
opmenl .. Tltis /lrride a;ms lo re.·iew $Ome aspectB or rha /ldap­
li ... , mecl"l/Ijslll ~ or mnlornlll lipid lIIelllbo/ism, mllinl,r rrolll 
LC-PUFAs compen$llling ellergy e" pendilure nnd ullow Ihe 
pt"Oper de"elopmenl or Ihe producto 

Key woreJs. Ges lulioll. Nutrilioll. M.1Iaooli8m. LolIg·Chuill 
Polyuns"tuTilled Huty Acid Ilnd FUIIClioll. 

El estado nutriciol lal de 18s mujeres antes de la 
concepciól l ülfluyesobre los ract.OJ'es fisiológicos que 
se preselltaJl dUl'aJlte el embarazo. Además, el ade. 
cuado estado n u tricio el l el embarazo es de tel'lJliu81l­
te para cubrir las necesidades lluf.riciollales durante 
la lactancia. 

J.C. King 

RESUMEN 

DUT!ln~e 1 .. ge8lUci6n. lo madre debe propordonur 01 feto 108 
nutrimentos necesarios para BU adecuada diferenciación. ma­
duración y crccimillnto do órganos y . iatemBa. Ourunte cste 
periodo, lo madre adaptu IIU 111018ooli ll 1110 para solventar la 
continuD demanda de SU8tro l 08 que deben Sllr trans feridos al 
feto a través de la placenta. I,os ácidos grasos esenciales no 
pueden SCr sinletiz/ldoa por el humano. por t/llltO deben ser 
cons umidos como ¡NIrle de la diet/l . SUB derivados . 108 ácidos 
grasos poli·insaturudOll de cudenll lurgll (AG Pls ·CL) prove­
nientes de III hios lntesis en el higudo mUI\lrllO durunte la ges­
tllción y lu luc l llnciu. son compuestos que Vlln u formuT parte 
de las m\lmbrllnas celulares del cerebro, relina, higado. cora­
z6n del feto y del neonutQ, permi liendo u f el buen funciona­
miento. activación y reguloción de lus funcione$ celulares. Por 
tanto. el adccuudo es tado nutricio de la madre durante la ges­
tación y la lactancia, es necesario para permitir el adecuado 
desarrollo del producto. I':ste urticulo tiene como ohjetivo revi­
Bar ulgunOllus p<!C tOll dll los mecanis mos de udaptaci6n del me­
tabolis mo de Iípidos maternos . priocipulmente de 10l'l 
AGPIs·CI. que compcnsan 01 gasto Ilnllrgético y pIIrmiten el 
dellB rro110 adecuado del producto. 

Palabras clave. Ges tación. Nutrición. Metabolis mo. Ácidos 
grasos poli-insatur"do8 d e cadena lurga y Función . 

INTRODUCCIÓN 

Ajustes fisiológicos 
maternos durante el embarazo 

Los llueve meses del embarazo en e l ser humano 
rept'esentan el periodo más intenso de crecimiento y 
desan·ollo. En este periodo se presentan cambios 
como e l incre men to en e l volume n sanguíneo, resis-
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se presentan durallte el embarazo. Además, el ade. 
cuado estado nutricio ell el embarazo es detel"min81l­
te par8 cubrir las necesidades IHltriciOllales durante 
la lactallcia. 

J.C. King 

RESUMEN 

Ourunte 1 .. gealución, lu madre debe propordol1ur ul feto 108 
nutrimentos necesarios para BU adecuada diferenciación. ma­
duración y crccimi\!nt" de ó rganos y s istemas . Durante cste 
perioxl<., lo madre adoptu 1111 motalrolismo pura soln'ntar la 
"cminuo demanda de 8ualTUlOS que deben Ser trans feridos al 
feto a través de la placenta. (,os acidos grasos esenciales no 
pueden Il(! r Bintetizadoa por el humano, por trIlito deben ser 
consumidos como parte de la dieta . SUB derivados, 108 ácidoB 
grasos poli·inll.ll turados dI! cadena larp (AGPIs·CL) prove­
nientes de la biosíntes;s en el hígado materno durante 11. ges­
tación y la luctancia, son compuest08 qUI! van a formnr parte 
de l/us membrnm'8 c<llulares del cerebro, retina, hígado, con'­
zón del feto y del mWnBto, permiti<lndo as! el buen fuoeiona_ 
mil!nto. activación y reguloción de 108 funcione~ celulares. Por 
tanto. el adecuado es tndo nutricio de In madre durante In ges­
tación y la tllctllncia. ea nc-cesario paTa permitir el adc-cuado 
dClIU rrollo del producto. f.:ste articulo tiene como objetivo revi­
Bllr atgunOllIl8pc<:tOll de los mc-canismos de adaptación dol me­
tabolismo de lípidos maternOll, principalmonte do la!! 
AGPls·CI. que cOlllp(!n1!iin el gasto energético y p<Jrmiten el 
de1!ii rrollo adecuado del producto. 

Palabras clave. Ges tación. Nutrición. Metabolismo. Ácidos 
graaos poli-inslO1urudos de cadena lurga y Función . 

INTRODUCCiÓN 

Ajustes fisiológicos 
maternos durante el embarazo 

Los nueve meses del embarazo en e l ser humano 
representan el periodo más intenso de crecimiento y 
desan'ollo. En este periodo se presentan cambios 
como el incremento en e l volume n sa nguíneo, resis-
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lenda a la insulina con aumento en la concentración 
de glucosa , creci mie nto de órganos y tej idos,1 Ade­
más el siste ma respiratorio amplía s u flujo de aire 
inhalando y exhalando 30 a 40% más de lo normal y 
el sistema cil'culatol'io sube su gasto cardiaco debido 
a la e levación de la frecuencia cardiaca, 2,3 La forma 
en que se presentan estos cambios depende de mu­
chos factores que ocur ren en condiciones normales 
durante el e mbarazo. Si n embargo, existen cambios 
metabólicos, que está n relacionados de acuerdo a la 
co nduela nutrida que adopte la madre durante la 
gestación.4 Estos ca mbios son: 

El contenido de agua corporal, el cual aume nta 
de 7 a 10 litros .3 

Los cambios hormonales que son producidos por 
la placenta para sintetiza r hormonas esteroides, 
como la progesterona y estrógenos que promue· 
ven el acúmulo de lípidos,5.6 
El ajuste del metabolismo de ca r bohidratos, ya 
que la glucosa es e l combustible preferido del feto 
y del adu lto, para generar ene rgía.7 

El au mento en la necesidad de proteínas , la cual 
juega un papel importante, ya que per mite la sín· 
tesis de nuevos tejidos maternos y fetales.4 

El metabolis mo de lípidos pl"omueve la acumula· 
d ón de grasa en la primera mitad del embarazo, 
esto para tener depósitos suficientes que solven­
tarán los úl timos meses de la gestación,8 también 
hay incremento en las concentraciones de coles· 
terol y en las lipoproteínas de baja (LDL) y alta 
(R OL) densidad en sangre, pero son los t riacilgli· 
céridos los que al fi nal de la gestación se ha vis to 
que aumentan hasta tres veces más que las con· 
cent raciones de la s mujeres no embarazadas,8 
este aumen to de grasa cOI'poral j uega un papel 
impor tante en la adaptación metabólica ,9 ya que 
cuando existen condiciones adversas como la des­
nutrición, la madre responde dis minuyendo dra· 
máticamente su gasto energético para mantener 
el aporte de nutr imentos al fet.o. 1O 

Durante la última etapa de la gestación, el meta· 
bolismo mater no de lípidos ca mbia a u n proceso ca· 
tabólico ace le rán dose la movilización de ácidos 
grasos, por lo que la madre depende de sus depósitos 
de grasa para obtene r e nergía a medida que ava nza 
el emba razo, e l aumento de las conce nt raciones de 
ácidos g.-asos no esterificados (AG) circulantes e in· 
cremento elllipoproteíllas, triacilglicéridos, fosfolípj · 
dos y colest erol, r efl eja que hay a ume nto en la 
act ividad de la Iipólisis ,II.12 lo cual nos indica que 
hay una transfe rencia intensa de AG unidos a lipo-

pro teínas a través de l s incitiot l"ofoblasto e n la pla­
centa hu mana a l feto.!!' Est ud ios e n ratas y en ove­
jas ha n demostrado que la glucosa es el sustrato que 
cruza la p lacenta con mayor ca n t idad seguida de los 
aminoácidos¡;·7.L~ y los AG que atraviesan la placen­
ta, lo hacen en menor proporción . Los seres huma­
nos nacen con alto contenido de grasa , porque 
durante los pr imeros meses de la gestación los AG 
son derivados del aporte placentario materno y en la 
gestación tardía existe síntesis de novo AG del tejido 
ad iposo fela l y también materno, esto es debido, a 
que a l fi nal de la gestación e l fe to crece ace le rada­
mente y pOI' tanto requiere suficiente e nergía para 
completar diversos procesos del desar rollo.6.16 

Si bien es c ierto que muchos de los componente 
grasos son transferidos por la madre y otros obteni· 
dos de novo por el feto durante la ges tación tard ía, 
es de suma importancia aclarar que también se de· 
ben aportar componentes grasos esenciales al feto 
que sólo pueden llegar al producto, si la madre los 
adquiere a parti r de su d ieta , es tos ácidos grasos 
son e l ácido linoleico w6 (AL; 18:2n·6) y e l ácido 
alra · li nolénico (!.l3 (a ·ALN; 18:3n-3),lIi los cuales, a 
partir de la act ividad e nzimática de desaturasas y 
elongasas,17 e n el hfgado materno for man productos 
con importancia biológica para e l feto, éstos se cono· 
cen comúnmente como ácidos grasos poli.insatura. 
dos de cadena la rga (AG Pl s·CL) y juegan un pa pel 
impor tante du rante la gestación , ya que se ha de· 
mostrado en diversos modelos exper imenta les en ra· 
tas,18.19 ovejas20y primates20que t ie nen múltiples 
fu nciones para el feto y el neonato.18--20-Z3 

Qu[mica, fuente y requerim iento 

El ácido linole ico (AL) también conocido como 
omega 6 se expresa con la fó r mula abreviada 18:2 n· 
6, el cu al se representa con una estructura de 18 
átomos de carbono y dos dobles enlaces en la posi. 
ción 6 y 9 de la cade na hidrocarbonada, consideran­
do la nu meración desde el extremo cal'boxilo como 
pri me.' carbono de la cade na hasta el grupo meti lo 
ter minal y adopta el nombre de omega 6 (w6 ) por la 
posición en la que interviene el pl"ime r doble enlace 
en la est ructura considerando como carbono inicial 
al metilo. El ácido a lfa-Iinolénico, se represe nta con 
la fórmu la abreviada 18:3 n-3, este t ie ne t res insatu · 
raciones o dobles enlaces en las pos iciones 3, 6 y 9 
de su cade na , este ácido es el que presenta el doble 
enlace más cercano al extremo metilo y por ello es 
conocido como omega38.23 (Figura 1). 

El AL lo podemos e ncontrar principalmente e n los 
vegeta les y semillas como son la soya , el aguacate, el 

2 Bautista CJ. el al. Aspectos ~ de los ¡Jcido$ {Jrasq¡¡ poIi-illSlltu,a~ durante la {Jes/ación. Rev Invest C~n 2010: 62 (3): OOIJ.OOIJ 
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coco, la semilla de girasol. la calabaza , la lHl ez, el 
cacahuate entre otros; mientras que e l ((-ALN lo en· 
contramos en los productos marinos como sardina, 
salmón, trucha, otl1n, pez bagre. carpa, lucio y algu­
nos mariscos como el camarón, la langos ta , la os­
tra, etc.2S Las verduras contienen ácidos grasos 
esenciales, ya que poseen tanto las enzimas, desaiu­
rasa 12 (6 120) como la desaturasa 15 (ó 15D) que 
actúan sobre los fosfolípidos que contienen ulla mo­
lécula de ácido oleico y que pueden introducir los do­
bles enlaces en la posición lU3 y w6 en la cadena 
hidrocarbonada de los ácidos grasos.:M Los produc­
tos marinos poseen el a-ALN , ya que éstos se ali­
mentsn del plancton que se encuentra en las 
profundidades del mar que es rico en C(-ALN, es por 
ello que los peces y mariscos 10 contienen en su 01'­
ganismo.26 Las células de los mamíferos no t ienen 
actividad e nzimática de desa Lurasas capaces de in­
troducir dobles enlaces en los átomos de carbono 12 
y 15 de los ácidos grasos; por lo tanto, no pueden 
s intetizar al AL (18:2 (0).6) ni al C(-ALN (18:3 (0).3 ),27 
esto hace que sea necesario que los mamíferos los 
consuman a partir de la dieta25 (Figura 2). 

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

OH 
O 

o OH 

figUfl 1. Estructura. qulmi· 
C<I de /os ácidos grasos esencia· 
les. A. ácido /inoleico (18:2 w6). 
B. Scido a.·/inoJéttico (18:3 w3). 

re lación w61w3 si existiera un lIlayor consumo de w3 
se establecería entonces, una competencia para la 
formación de los productos provenientes del 006 y 
como resultado un desbalance en las proporciones 
adecuadas de cada compuesto.u Durante el embara­
zo, las Referencias en e l Consumo de Dietas, por sus 
s iglas en inglés (DRls Dietary Reference Intakes) es­
tablece que durante e l segundo y te rcer t rimest re de 
la gestación la mujer entre 19 y 24 años debe consu­
mir un mínimo de 1.36 gld de w3 y lIlujeres de 25 a 
49 años 1.26 g/d de w3, respectivamente, mientras 
que de w6 lo establecido por día es de 1.4 g/d para 
compensar el requerimiento fetal.29.30 Los ácidos 
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 
formación de nuevos tejidos como ocurre durante 
la gestación y la lacta ncia. 14 El s ist.ema nervioso 
central es particularmente rico en ADH (ácido doca­
sahexaenoico) y AA (ácido araquidónico).17 El cere­
bro tiene un pico de crecimiento en el (1ltimo 
tr imestre del embarazo y al principio de la lactan­
cia,21 I>OT lo tanto un adecuado suminis tro de estos 
AGPls-CL se considera esencial para e l funciona­
miento neurológico, mejora de las funciones cogniti­
vas y de atención, as i como desarrollo de la 
habilidad motora, lo cual facilita el aprendizaje y e l 

Bautista CJ. el al. Aspectos bIoiógiros de las leidos graso! poIi-insarUfBCio& durt/nle/a geSUlci6n. ReY tnvesl CIin 2010, 62 (3) : 000·000 3 
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Figurs 2. Siosíntesis de ;d­
cIos grasos esenciales. Las plan­
las pueden insertar dobles 
enJaces desde el carbono /8 has­
la 9/9 y los animales a partir del 
carbono 9 all de la cadena hidro· 
carbonada de les ácidos grasos 
esendales. 

." ," . " ,',' ,' e' 

Oc~lur¡¡ción del C9 h¡ula (18 OCSillUración dt>1 C9 hana el 

buen comportamiento.21 

FUNCIÓN 
DE LOS AGPIs-eL 

Actualmente existe d iversa evidencia epidemioló­
gica y experimental, que ha demostrado cuáles son 
las funciones de los AGPIs-eL; 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 COIllO en primates, algunas otras 
funciones importantes que podrían prevenir muchas 
enfermedades de tipo metabólico en la vida adulta. 

Ácido linoleico 18:2 n-6 
y sus productos dura nte la gestación 

Ácido linoleico, también llamado w6, favorece 
el crecimiento neona\.al y permite el desarrollo de 
la función nerviosa, visua l, cerebral en el fe lo y 
neonato. 17.21 
Ácido dihomo-gama-linoleico. Precur sores de 
sustancias eicosanoides (tromboxanos, leucotrie­
nos y prostaglandinas) que tienen fu nción anti­
inflamatoria y regulatoria de las plaquetas.31 

Ácido araquidónico (AA). Importante marca­
dor del desarrollo.32 Permite la formación de 
membranas en lodos los órganos, es también un 
precursor importan te de las moléculas lipídicas 

de señalización, unido a fosfolíp idos en la mem­
brana permite el flujo adecuado de componentes 
como proteínas y hormonas.8 

Ácido Oo-linolénico 18:3 n -3 
y sus productos durante la gestación 

• Ácido Oo-linolénico. Sirve como fue nte de ener­
gía para las fu nciones celulares en el oocito y pre 
implantación del embr ión en el desarrollo, regula 
procesos reproductivos y actúa en la fo r mación 
de sustancias e icosanoides via regulación de las 
enzima CQX-2 (ciclooxigenasa-2), la cual es la 
responsable de la conversión de los AGPls-CL en 
prostaglandinas.33 

Ácido eicosapentaenoico (AEP). Compuesto 
de 20 átomos de carbollo que dura nte la gesta­
ción establece un mecanismo de competencia con 
el AA para la formación de sustancias que son 
parte de la respuesta inmune.34 

Ácido docoaahezaenoico (ADH). Regula la 
extensión y establecimiento de la arborización 
de ndrítica , la cual ocu r re du rante la fo r ma­
ción de la memo ria. Se e ncue ntra en a ltas con­
cen traciones en el tejido neuronal 
principalmente en la corteza cerebral penui­
tiendo el óptimo desarrollo neuronal y en las 
mem branas de los fo to receptores en la reti na 

4 Bautista CJ . • \ al. Asp«/Os bioIógian de /os ¡§cidr>s graSIJS po/i·insaturados durante l. ~Stllc:i6n. R.v Imesl Clin 20\0: 62 (3): 000·000 
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favoreciendo la función vis ual , finalmente es 
transportado por los eritrocitos en el torrente 
sanguíneo. 23,25.35.36 

Metabolismo de IOB 
AGPIs-CL durante la gestación 

La conver sión de los ácidos grasos esenciales con­
sumidos en la dieta por los mamíferos durante la 
gestación es a partir de la actividad enzimática de 
elongasas (elovl 2, elovl5) y desaturasas (L'.6D, L'.5D 
Y probablemente L'.4D) (Figura 3). Ubicadas en el re­
tículo endoplásmico de los enterocitos en el hígado 
materno, estas enzimas forman AGPls-CL biológica­
mente activos para la madre y el feto, los cuales se 
incorporan rápidamente en los fosfolípidos que for­
man parte de las membranas de los diversos tejidos 
y órganos. Durante el desarrollo feta l, 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 específico hacia el feto , este mecanismo se 
conoce como enriquecimiento de AGPIs-CL durante 
la vida intrauterina o Proceso de Biomagnifica­
ción.8,14,17.37 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 considerablemen te elevadas de AA y ADH 
en la cir culación fetal a la mitad del embarazo1 •. 25 y 
al final,15 esto se ha visto que estimulan el desarro­
llo fetal, ya que niños nacidos prematuramente pre­
sentan bajo peso al nacer y t ienen un alto riesgo de 
trastornos e incapacidades del desalTollo neurológi­
CO,23 esto porque hubo menos tiempo de exposición 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 serán determi­
nantes para la maduración final y el adecuado 
funcionamiento de los sistemas y órganos del pro­
ducto. 

El metabolismo de los ácidos grasos que provie­
nen de la dieta comienza, cuando los ácidos grasos, 
entran a los enterocitos por medio de una proteína 
localizada en la pared intestinal que transporta áci­
dos grasos. Los ácidos grasos con más 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 circulación sanguínea a través de la vía 
linfática en forma de quilomicrones. La enzima lipo­
proteína lipasa (LPL), que se encuentra en la pared 
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C1~<- 18:2 18:3 C1~ LA LNA 

~<:. 
66 Desaturas.1 

18:3 18:4 ~<:. 
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~ 20:3 20:4 ~ 
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20:4 2ID".5 

~ ~<:. AA EPA 

elongac.ión v-v-v-v-v-vvv<:. ~ 22:4 22:5 Figura 3. Mecanismo de 
desaluración y elongación de los 

e longación 
~<:. 

ácidos grasos esenciales. estos 

~<:. 24:4 24:5 productos han sido clasificados 
por el número de carbonos y de 

66 Des.aturas.1 in-saturaciones. C1. C3, C6 =po-
~<:. 24:5 24:6 ~<:. sición 1, 3,6 en la cadena hidro-

j3.-oxidación parcial carbonada para numerar la 

~<:. 22:5 22:e 
posición de los dobles enlaces. 

OPA OHA 
LA, ácido linofeico, LNA, ácido 

H.c-Le... ~ alfa-linoJénico, AA. araquidónico, 
.. el ....... EPA, eicosapentaenoico, ADH. 

docosahexaenoico. 

Bautista eJ. el al. Aspectos biológicos de los ácidos grasos poli-insaturados durante la gestación. Rev Invest eHn 2010; 62 (3): 000·000 5 
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interna de los capilares sanguíneos hidroliza los 
triacilgliceroles en AG (saturados, mono insatura­
dos o poli insaturados, AGPIs), es así como pueden 
ser transportados a su s diferentes destinos metabó­
licos como el hígado y el tejido adiposo, durante la 
gestación llegan a la placenta para ser transportados 
al feto y durante la lactancia a la glándula mamaria 
para poder ser parte de la leche" (Figura 4). 

E l descubrimiento de que algunos ácidos grasos 
pueden actuar como ligandos de factores de trans­
cripción, indica que estos ácidos gr asos no son me­
ramen te moléculas pas ivas que aportan energía, 
sino que también son reguladores metabólicos. 

Regulación de los AGPls-CL y 
la expresión de genes metabólicos 

Los AGPls-CL, so n l igados específicos sobre los 
PPRAs (elementos d e respuesta a proliferadores de 
peroxisomas), éstos se activan por concentraciones 
micromolares de los mismos.38 El PPARa es un 
miembro de la súper familia de receptores nucleares 
esteroides, estos ligandos específicos activos regulan 
la expresión de genes relacionados con el transporte 
y metabolismo de lípidos.3o El papel de las señales de 
PPARa denota una sucesiva unión del receptor con 
ligandos específicos y luego una especificidad a una 

L,IjfI4"._·llK' · '41il.! 
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• Figura 4. Metabolismo de los 
ácidos grasos esencia/es indican· 
do los principales destinos meta­
bólicos. 

secuencia de DNA [elementos responsables de la 
proliferación de peroxisomas (PPRE )], durante el 
proceso de oxidación la activación de la transcrip­
ción de los genes PPRE ,es decir, genes diana de 
PPARa, transcribe y traduce una serie de enzimas 
proteínicas implicadas en la oxidación, como CPT 1 
(carnitina palmitoiltransferasa 1) enzima limitante 
en ciclo de la oxidación mitocondrial. Su función 
principal es de transportar los AG al interior de la 
membrana para poder ser parcialmente oxidados y 
formar ADH y ADP, así como también se encarga 
del transporte de lípidos, el almacenamiento y for­
mación de energía.8 Cuando existe una alta concen­
tración de AGPl s-CL se ha propues to que se activa 
la vía de la lipogénesis de igual forma que la b-oxi­
dación por factores de transcripción como SREBP-l 
(proteínas de unión a elementos de repuesta a los es­
tel'oles) que inducen ]a t ranscl'ipción y traducción 
de enzimas limitan tes en la vía de la lipogénesis 
como acetil Coen zima A Carboxilasa (ACe) y la áci­
do graso s intasa (FAS).'9 S in embargo, hasta el mo­
mento no está del todo claro cómo es que ocurre esta 
regulación , ya que los AGPls-CL no son ligando es­
pecíficos de este factor de transcripción, por lo que 
se propone que existen a lgunos otros mecani smos 
que pueden activar a SREBP-l induciendo la sínte­
sis y a lmacenamiento de ácidos gr asos en la vía de 
la lipogénesis.25,39 

6 Bautisla eJ, el al. Aspectos biológicos de los ácidos grasos po!i·insatursdos durante la gestación. Rev lnvest Clin 2010: 62 (3): 000·000 
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DISEÑOS EXPERIMENTALES 

Tres tipos de protocolos son los comúnmente usa· 
dos en los diseilos experimentales para tratar de ex­
plicar los mecanismos metabólicos de Jos AG y los 
AG PIs-eL duran te la gestación. Cada uno utiliza 
diferentes dietas suplementadas con AG o AG PIs-eL, 
durante el desarrollo y sus resultados concluyen que 
dietas enriquecidas o disminuidas en estos ácidos 
grasos, t ienen efecto directo en las co ncentracio­
nes ADH en el cerebro fetal, lo cual tiene, conse­
cuencias positivas o negativas en pruebas de 
habilidad cognitiva y conc1uctual de acuerdo al tipo 
de suplementación dietaria que se admillistr6. 21 

Otros estudios en roedores y primat.es han apoyado 
esta evidencia en experimentos realizados con res­
tricción en a-ALN, en los que han visto cómo la con­
centración de ADH en el cerebro disminuye 
dramáticamente en 85% en roedores21 ,40 yen p1'ima­
tes en 75%, teniendo efectos negativos en pruebas de 
conducta animal. 21 Algunas otras investigaciones se 
han hecho en hijos de madres su plementadas con 
aceite de pescado (rico en ADH) durante el embara­
zo teniendo mejores resultados en diferentes pruebas 
cogn itivas a los cuatro alios de edad que el grupo 
suplementado con aceite de maíz, que es rico en 
AL_S.23.'1I Los datos obtenidos en los experimen tos 
realizados con animales y epidemiológicos, sugieren 
que la nutrición precedente y posterior al nacimien­
to presen ta importantes efectos en la composición li­
pídica del cerebro y sob re el aprend izaje.23 Las 
carencias específicas de ácidos grasos w3 infl uyen en 
la integridad neurológica y afectan selectivamente al 
aprendizaje y a la capacidad visuaI.21,29 

Los estudios realizados con primates con fir ma n 
que la carencia de w3 disminuye el desarrollo de la 
función retinal y de la agudeza visual, por 10 que es 
de suma importancia declarar que el consumo de es­
tos compuestos pOI' la madre es vital, ya que suple­
menta y compensa las necesidades de su producto 
durante el desarrollo.21 En cu anto a la lactancia se 
sabe por estudios recientes que los w3 son indispen­
sables, ya que fi nalizan los procesos de maduración 
de algunos órganos y por tanto es necesario incluir 
(ADH) en los alimentos para lactantes.42 Aunque no 
existen estudios s imilares con el AA, los datos expe­
rimentales sugieren que los niveles bajos de AA, se 
asocian al crecimiento prenatal y postnatallento en 
nilios prematuros, por tanto, el AA debe considerar­
se u n componente necesario duran te las pri meras 
etapas del desarrollo debido a que se encuentra en la 
leche humana junto con el ADH:12 

CONCLUSIONES 

La dieta cumple u n papel social muy importante y 
las diferentes formas de preparar los alimentos for­
man parte de la cultura propia de cada región y 
raza. Sin embargo, los t rastornos nutricionales son 
comunes en todos los lugares del mundo y en cual· 
quier periodo de la vida, Durante la gestación y la 
lactancia llega a ser tan dramático cualquier tras­
torno alimenticio, no s610 porque tiene consecuen­
cias en la madre, sino porque repercute directamente 
en el establecimiento, desarrollo y maduración de ór­
ganos y sistemas durante la vida per inatal y postlla­
tal del individuo, esta condició n ambiental 
desfavol'able du rante este periodo del desarrollo, 
predisponen a enfermedades en la vida adulta princi­
palmente vinculadas con el síndrome metabólico, re­
sistencia a la in sulina, metabolismo de glucosa y 
obesidad, hipertensión y daiío vascular,43-45 Hoy en 
día exis te evidencia científica de cómo cada compo­
nente de la dieta afecta a diferentes s istemas en el 
organismo, es el caso de los ácidos grasos esenciales, 
en donde el inadecuado consu mo de ellos conduce a 
la madre a padecer estrés, ansiedad y depres ión 
postpart026,45-49 y el producto qu e proviene de ma­
dres mal su plementadas durante este periodo llega n 
a padecer en los primeros días de vicia extrauterina 
retinitis pigmentosa,50 dermatitis atópica8.51 y en la 
vida ad ulla, e nfermedad de Alzhei mer , Parkin­
son ,52 cáncer, diabetes8 y problemas cardiovascula­
res,24 desórdenes hiperactivos, esquizofrenia, entre 
otras,24 Por ta nto la cantidad y la calidad de los 
ácidos grasos esenciales que ingerimos a d ia rio j ue­
gan un papel importante y determinante en cada 
etapa de nuestra vida, ya que con ello asegura mos 
obte ner todo el espectro AGPls-C L necesario en 
nuestro organismo, el ni iío es indefenso duta nte 
las etapas del desarrollo es por ello qu e la madre 
debe ser la fuente primaria de estos compuestos que 
permitirán a su hijo desa l'rollar la habilidad para 
aprender, para com unicarse, pensar analíticamen­
te, socializarse efectivamente y adaptarse a Iluevos 
ambientes y personas. 

Una dieta que reú na todas las característ icas ade­
cuadas es fundamental para lograr un buen estado 
de salud , 
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Revista de la Escuela de Medicina "Dr. José Sierra Flores" 

"Obesidad materna: 
Consecuencias sobre el metabolismo de la Progenie" 

Antecedentes 

Los cambios en los patrones de alimentación y de 
actividad física han incrementado el desarrollo de 
obesidad a nivel mundial. De acuerdo a la 
Organización 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 vías de desarrollo la obesidad ocupa el 
quinto lugar por prevalencia en donde la obesidad 
entre mujeres en edad reproductiva se encuentra 
entre eI20yeI34%. 

La obesidad materna tambíén se ha convertido en 
un problema importante de salud pública 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 fertilidad y durante la 
gestacíón, implica un alto riesgo de presentar 
diversas patologias como defectos congénitos en la 
descendencia, mayor probabilidad de diabetes 
gestacional , hipertensión 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 epidemiológicos recientes han 
relacionado el aumento en el índice de masa 
corporal (IMC) previo al embarazo como un factor 
importante para el aumento de enfermedades 
metabólicas 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 macrosómicos, 
sobre todo cuando va acompañada de diabetes 
gestacional, y son mas susceptibles a la obesidad 
en la adolescencia y en la edad adulta(3,4) , por lo 
que en años mas recientes, la preocupación se ha 
centrado en la obesidad materna, sin embargo 
existen pocos estudios epidemiológicos sobre este 
tema. 

El desarrollo de obesidad infantil puede ser 
resultado, no sólo de las condiciones de 
sedentarismo, estilos de vida y alimentación, sino 
también de las condiciones nutricionales y 
metabólicas de la madre. Esto se debe a que el 
desarrollo de obesidad materna durante la 
gestación y la lactancia, es una condición de estrés 
que predispone al feto en crecimiento al desarrollo 
de enfermedades metabólicas desde la niñez y en 
mayor grado, en la vida adulta. 

Dentro de los sectores de la población 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 niños en edad escolar ha incrementado 
de 11 a 18 %, de 1999 al 2006, de acuerdo a la 
Encuesta Nacional de Nutrición. (5) 

La prevención 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 concepción. (4) 

Orígenes del desarrollo de la salud y la 
enfermedad 

Investigaciones científicas tanto en humanos como 
en animales de experimentación, han demostrado 
que la salud esta íntimamente relacionada con la 
calidad de vida en las primeras etapas del 
crecimiento. El ambiente perinatal subóptimo puede 
programar la predisposición para el desarrollo de 
enfermedades crónicas, incluyendo la alteración 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 correlación 
entre el bajo peso al nacimiento y el riesgo a 
enfermedades coronarias en la vida adulta (11) , 
fueron el inicio de varios estudios epidemiológicos 
encaminados a identificar la relación que existe 
entre la talla y peso del neonato con la hipertensión 
arterial , enfermedades cardiovasculares y 
cerebrovasculares , obesidad , dislipidemias e 
intolerancia a la glucosa (12-14). 

La hipótesis de los origenes del desarrollo de la 
salud y la enfermedad (DOHaD, por sus siglas en 
inglés), antes conocida como "programación del 
desarrollo", propone que la fisiología y metabolismo 
fetal y neonatal pueden ser alterados por cambios 
durante una ventana de tiempo critica del 
desarrollo, como la gestación y la lactancia. Estas 
alteraciones generan una respuesta fisiológica 
permanente en el feto que se asocia con el 
desarrollo de enfermedades en el adulto (15-17). El 
feto metabólicamente programado presenta 
modificaciones permanentes en la estructura y 
fisiología de órganos, así como en la expresión de 
genes involucrados en su propio metabolismo (18). 

Por lo que el fenotipo del adulto es la suma de los 
factores genéticos, así como de la infiuencia 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 así como complicaciones en el parto 
y muerte neonatal. Estudios epidemiológicos con 
humanos así como en estudios de investigación con 
animales de experimentación han demostrado una 
clara asociación entre la obesidad materna durante 
el embarazo y la programación negativa durante el 
desarrollo del metabolismo, función cardiaca (2, 19-
21) Y endócrina de la cría (22,23). 

Estudíos epidemiológicos: 

La mayoría de los seres humanos en los países 
desarrollados experimentan un entorno en el que la 
escasez de alimentos es rara y el consumo de 
productos de alto contenido energético está 
disponible, esto ha generado el incremento de 
obesidad materna y sobrealimentación. 
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Actualmente, más de un tercio de las mujeres 
embarazadas de los Estados Unidos de América 
son obesas(24) , esto porque la mayoría de ellas 
consume una cantidad excesíva de carbohidratos y 
grasas(25). Hoy en día los estudios 
epidemiológicos muestran que la obesidad materna 
aumenta la incidencia de la obesidad y el síndrome 
metabólico en niños(26). El efecto de la obesidad 
materna en la susceptibilidad a desarrollar obesidad 
en sus hijos, parece ser independiente de la 
diabetes gestacional, así 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 niños 
fueron expuestos a obesidad materna, se observó 
que éstos presentaron mayor riesgo de desarrollar 
síndrome metabólico. La obesidad materna, aun sin 
el desarrollo de diabetes gestacional , genera 
cambios metabólicos que afectan la salud de la 
descendencia (28). 

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

Estudios con animales de experimentación 

Estudios con animales de experimentación han 
utilizado diferentes modelos para evaluar el efecto 
de la programacíón del desarrollo en el 
metabolismo. Algunos de estos modelos son la 
restricción 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 nutrición 
durante la gestación y el periodo postnatal 
temprano en las crías en desarrollo , es el caso del 
modelo de madres alimentadas con dietas ricas en 
grasa (HFD por sus siglas en ingles high fatdiet-fed 
mothers) durante la gestación y la lactancia, para 
desarrollar obesidad materna (actualmente es el 
modelo más utilizado). En la rata , las crías 
provenientes de estas madres, son más pesadas, 
más gordas, desarrollan hiperglucemia y tienen 
mayor contenido de lípidos hepáticos al destete, 
comparadas con las crías de madres control (30). 
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En ratones con el modelo de exceso de nutrición 
materna crónica, se observó, que la progenie era 
hiperfágica y que ello reducía la locomoción, por 
tanto, las crías de estos ratones aumentaban la 
adiposidad, presentando desarrollo celular de 
adipocitos de 6 meses, cuando estos ratones tenían 
3 meses de edad(23). Otro grupo de investigación 
demostró, que la descendencia de ratas madres 
alimentadas durante la gestación 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 mayoría de los estudios donde se analiza a la 
progenie que proviene de madres-HFD con 
sobrepeso, reportan que la camada tenía menor 
peso, esto potencialmente debido al periodo en el 
que se expuso a la rata madre a desarrollar 
obesidad (32). Las diferencias en la duración del 
consumo HFD (es decir, crónica o sólo durante la 
gestación y la lactancia) y la composición de ácidos 
grasos de las dietas son importantes para explicar 
las diferencias en el fenotipo de la descendencia 
(32). 

Nuestro grupo de investigación, utilizando ratas 
madres obesas con dietas hiperlipídicas, ha 
comprobado el incremento de peso y adiposidad , 
concentraciones séricas de leptina así 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 
acentuándose con la edad hasta los 800 días, 
incremento del peso, tejido adiposo con 
características hipertróficas, 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 gestación y la lactancia sobre las crias ? y? alimentadas con dieta control. 

r p<O.05 madre obesa vs madre control; e = 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 ratón obeso agouti (33), 
en el que la descendencia fue más 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 (Iepr" h ) se utiliza para explicar la obesidad 
materna, ya que durante el embarazo aumenta el 
peso materno debido al exceso de 
alimentación(34). En este modelo, fruto de lepo", , 
las hembras son más pesados que los controles, 
independientemente del genotipo. Sin embargo, 
este modelo se complica por el hecho de que las 
madres también presentan diabetes gestacional 
espontánea. Levin y sus colegas (35 y 36), 
examinaron la interacción 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 y 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 energía en 
comparación con los hijos de madres sensibles con 
la dieta control. Por el contrario , madres resistentes 
con la dieta alta en energía no mostraron ningún 
efecto en la ganancia de peso en sus crias, lo cual 
indicaba que las madres obesas tienen crías con 
mayor susceptibilidad de obesidad y predisposición 
genética inducida por la dieta(35). 

La sobre alimentación postnatal en roedores es 
comúnmente estudiada, en este modelo animal 
donde se ajusta el número de crías por camada, las 
crías crecen más en camadas pequeñas 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 
sobrealimentación durante la lactancia la cual se 
sabe que tiene efectos a largo plazo, en especial en 
la regulación del balance de energía, como ejemplo 
las ratas adultas provenientes de camadas 
pequeñas 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 hipotálamo de 
diversas señales de neuropéptidos y nutrientes 
(39)- ----
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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 metabólicos en comparación con crías 
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 hipotalámico (40). 

Las consecuencias de la obesidad materna y el 
consumo de HFD sobre la regulación del balance de 
energía en las crías 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 coruesistencia a 
la insulina o fetos delgados con sensibilidad a la 
insulina normal, lo cual evidencia señales severas 
de lipotoxicidad. Las crías jóvenes de este modelo 
animal (de 6 meses de edad) que provienen de 
madres HFD son más pesadas y con mayor 
adiposidad, también presentan altos niveles de 
leptina y signos de enfermedad de hígado 
graso(41). Esto sugiere que tanto el modelo en 
primates, como en roedores, demuestran que la 
sobrealimentación materna predispone a la 
progenie de forma temprana a la obesidad y 
trastornos metabólicos. 

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

Aunque la programación de la fisiología de la cría 
por la obesidad materna y el efecto del consumo de 
dietas hipercalóricas puede ser revertida con la 
intervención nutricional materna previa a la 
concepción , este tema continua siendo una 
pregunta de importancia clinica y fisiológica. Los 
modelos con roedores para la programación 
metabólica del desarrollo de la cria por la obesidad 
materna y el excedente de nutrición materna han 
sido extensamente investigados, pero todavia no 
existen investigaciones enfocadas a la prevención 
en el tema. 
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En un estudio reciente de nuestro grupo se 
demostró que la intervención nutricional un mes 
previo a la gestación de ratas con obesidad , puede 
revertir parcial o totalmente algunos de los efectos 
adversos de la programación del desarrollo 
generados por la obesidad materna en las crias 
macho (datos en prensa. J Physiol). Algunos de los 
parámetros de las crías macho que pudieron 
revertirse por la intervención nutricional de las 
madres con obesidad previa a la gestación, fueron 
la resistencia a la insulina, concentraciones séricas 
de leptina e insulina, así como la cantidad y tamaño 
de células del tejido adiposo visceral, a la edad 
adulta joven, 

Conclusión 

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 intervención preventiva 
que mejoren la calidad de vida de ambos. Sin lugar a 
dudas, la intervención con mayor probabilidad de 
éxito sería el cambio nutricional y de estilo de vida 
que previene el desarrollo de la obesidad en la 
mujer antes de los años reproductivos (43) . La 
intervención en el embarazo, así como la mayoría 
de las áreas de la salud, necesitan bases firmes y 
evidencias científicas reproducibles. Las evidencias 
que ayudarían a persuadir a las mujeres obesas de 
reducir su IMC ya sea antes o durante el embarazo, 
serían dos: primero que la obesidad materna es 
dañina para la madre y la progenie en muchos 
sentidos y segundo, que la disminución 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 niños. 
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"Regulación del Apetito por las Hormonas Esteroides" 

RESUMEN 

El apetito es el deseo de satisfacer la necesidad de 
consumir alimentos, el cual está regulado por el 
equilibrio entre la ingesta y el gasto energético a 
través de señales 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. El balance de energía y la distribución de la 
grasa del cuerpo son parte del dimorfismo sexual en 
muchas especies de mamíferos incluyendo el ser 
humano. Estas diferencias sexuales podrían estar 
relacionadas con el perfil de las hormonas sexuales 
esteroides diferentes en cada sexo. Las hormonas 
esteroides gonadales juegan un papel importante en 
la regulación de la ingesta de alimentos y la 
homeostasis energética. Estudios epidemiológicos 
y experimentales han demostrado que el estradiol 
tiene un papel clave en el control del consumo de 
alimentos y el balance energético, así como en la 
inhibición del apetito . En las mujeres existen 
cambios importantes en los patrones de consumo de 
alimentos durante el ciclo menstrual. presentando 
disminución en su ingesta durante el periodo de 
ovulación , cuando las concentraciones de estradiol 
alcanzan los niveles más altos. En los hombres 
existe menos grasa total y la distribución de ésta es 
regularmente en la parte central (abdominal), lo cual 
conlleva a mayor riesgo de desarrollar desórdenes 
metabólicos. 
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En el caso de las mujeres, se ha visto que tienen más 
grasa total, pero su distribución es subcutánea 
principalmente en la región glúteo/femoral , con 
menor predisposición a problemas metabólicos. En 
el caso de las mujeres post menopáusicas se ha 
reportado que tienden a acumular más grasa en la 
parte intra-abdominal. Es por ello que el objeto de 
esta revisión es presentar los mecanismos por los 
cuales los es!eroides sexuales afectan la conducta 
alimenticia y distribución de la grasa corporal . 

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

Regulación del apetito por las hormonas 
sex uales . 

El apetito se define como el deseo de satisfacer la 
sensación de consumir alimentos (hambre) . El 
apetito se activa debido a que el individuo no sólo 
debe cubrir la necesidad de satisfacer el hambre, 
sino también otra función fisiológica como la 
termorregulación , la cual mantiene el flujo continuo 
de energía que está siendo utilizada por las células 
de nuestro cuerpo' . La sensación de apetito , el cual 
existe en todas las formas de vida, permite regular la 
ingesta de energía para mantener las necesidades 
metabólicas. Esta sensación está estrictamente 
regulada por un complejo sistema fisiológico que 
equilibra el consumo de alimentos y el gasto 
energético a través de una estrecha comunicación 
de las señales aferentes y eferen tes entre el 
cerebro , el tracia digestivo y el tejido adiposo. 
Cuando se ingiere alimento se inicia el proceso de 
digestión lo que emite la sensación de saciedad . 
Circuitos en el cerebro central integran las señales 
de saciedad para mantener el flujo de energía 
continuo durante el cambio en el estado 
nutricional. (U¡ 

El peso corporal se mantiene estable cuando la 
ingesta de alimentos y el gasto de energía están en 
equilibrio. 

Fecha de recepción : 3 de septiembre de 2011 
Fecha de aceptación : 31 de octubre de 2011 
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El hipotálamo integra las señales de las vías 
centrales y periféricas, lo cual nos demuestra el 
papel importante que tiene en la regulación del 
apetito', la homeostasis energética está controlada 
por el tejido adiposo. el páncreas y el tracto 
gastrointestinal2

, los cuales tienen regulación y 
comunicación directa con los circuitos cen trales en 
el hipotálamo y el tronco cerebral. para producir 
efectos negativos o positivos sobre el balance 
energético . El núcleo arqueado (ARC) del 
hipotá lamo integra las señales mediante la 
alteración de la actividad relativa de las neuronas 
que expresan el neuropéptido Y (NPY) , 
relacionados con la proteína Agouti (AgRP), la 
melanocortina (MSH) y el péptido regulador de la 
transcripción de la anfetamina y la cocaína (CART). 
Estos neuropéptidos activan a los núcleos 
intermedios y modulan la liberación de péptidos 
anorexigénicos y orexigénicos que ajustan el gasto y 
el consumo de energía, para mantener el peso 
corporal estables. Si bien estas señales dependen 
de los circuitos en el hipotálamo, el tronco cerebral y 
el sistema límbico para modular la liberación de 
neuropéplidos relacionados con la in gesta de 
alimento y el gasto de energía5~ a nivel periférico la 
regulación se ve apoyada por señales que se 
producen en el tejido adiposo (Ieplina y 
adiponectina), en el páncreas [insulina y polipéptido 
pancreático (PP) y glucagón] y en el tracto 
gastrointestinal [colecistoquinina (CCK), péptido VV, 
el péptido simila r al glucagón tipo 1 (GLP-1 l. 
oxintomodulina (OXM) y la grelinaJ. La función 
primordial de todas estas señales generadas a nivel 
periférico es atravesar la barrera hemato-encefálica 
para poder entregar la información a nivel del 
hipotálamo y el tallo cerebral . Fig . (1) 

Por otro lado, las hormonas esteroides gonadales, 
como los andrógenos, los estrógenos y los 
progestágenos, son altamente conocidos por su 
participación directa en la regulación e intervención 
en el desarrollo sexual y la función reproductiva 1.a. 

Estas hormonas sexuales regulan el eje hipotálamo­
hipófisis-gónada por retroalimentación positiva o 
bien negativa. esto lo hacen por medio de los 
receptores a nivel de hipotálamo e hipófisis. Sin 
embargo, también se ha reconocido el papel que 
juegan en otras acciones biológicas que no son 
relacionadas necesariamente con tejidos 
reproductivos o funciones reproductivas9

. La 
obesidad, se describe como una epidemia, que cada 
vez es mayor en los países desarrollados y en vías 
de desarrollo. 
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Esta epidemia ha provocado problemas metabólicos 
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 metabólicas. Dichas diferencias 
sexuales, pueden estar relacionadas con el perfil de 
las hormonas sexuales, las cuales son diferentes en 
hombre y mujeres. Las hormonas sexua les actúan 
en diferentes regiones del sistema nervioso central 
(SNC) y he aquí donde se cree que existe la 
comunicación, participación y regulación de éstas 
en la ingesta de alimento y el gasto de energía. La 
expresión de receptores de las hormonas sexuales 
esteroides (estrógenos y andrógenos). se han 
encontrado en las regiones de ciertas neuronas. las 
cuales son complejos reguladores del apetito'o. 

Las hormonas esteroides sexuales tienen diversas 
acciones que afectan el peso corporal y la 
adiposidad, esto independiente de la alimentación , 
incluso de los efectos sobre el gasto energético, la 
función gastrointestinal, el metabolismo y la 
composición corporal. Estudios epidemiológicos 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 
postmenopáusicas, se observó, que los niveles de 
estradiol son más bajos en comparación con las 
mujer que tienen sus ciclos regulares. este cambio 
en las mujeres postmenopáusicas probablemente 
influya en los cambios en el peso corporal y 
acumulación de grasa" . En el caso de ratas 
hembras ovariectomizadas, se incrementó la 
ingesta de alimento y el peso corporal . 

Actualmente se sabe, que los estrógenos regulan a 
nivel periférico la ingesta de alimento, ya que esta 
hormona tiene relación directa con las hormonas 
metabólicas como la adiponectina, leptina e insulina, 
las cuales se expresan en el tejido adiposo y 
páncreas. pero no sólo eso, también los estrógenos 
a nivel central controlan la ingesta de alimento y el 
peso corporal, actuando directamente en el 
hipotálam01~ . Fig . (2) . 

Señales periféricas hormonales debido a la 
ingesta de alimento. 

Leptina 

La leptina es una hormona de 16 kDa con 167 
aminoácidos, es secretada por una variedad de 
tejidos. principalmente el tejido adiposo a través de 
los adipocitos. el cual se convierte en el órgano de 
mayor producción 13, 
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la leptina regula la ingesla de alimento y el gasto de 
energía, pero también se ha asociado con funciones 
relacionadas al crecimiento y desarrollo'3, '4 . Una de 
sus principales acciones es actuar sobre el núcleo 
arqueado del hipotálamo, para inhibir la ingesta de 
alimento por la secreción de neuropéptidos 
estimulantes anorexigénicos, como pro ­
opiomelanocortina (POMC) y CART. Esta 
regulación, logra inhibirla unidad del apetito a través 
de la interacción con sus receptores de leptina (Ob­
R), los cuales son miembros de la familia de 
receptores de citocinas, que tiene un único dominio 
trans-membranal' 5, estos presentan múltiples 
isoformas resultado del empalme alternativo del 
RNAm y procesamiento post-transduccional'6. Hay 
tres clases de Ob-R: larga . corta y soluble. 

Durante el desarrollo, la leptina juega un papel 
importante en la organización de las interconexiones 
entre los diversos núcleos hipotalámicos implicados 
en el apetito . Varios estudios realizados en 
roedores, han demostrado aumento en la 
concentración de la leptina durante los días 10 al14 
de lactancia 17.,9. Lo cual se ha relacionado con la 
maduración de los procesos nerviosos centrales que 
regulan el apetito en la vida posterior. La leptina 
también parece desempeñar en la programación del 
desarrollo, ciertas funciones importantes implicadas 
con los mecanismos estructurales y funcionales de 
los centros hipotalámicos, orexigénicos y 
anorexigénicos durante el periodo postnalal 
temprano. La programación del desarrollo es el 
resultado de determinados cambios que ocurren 
durante ventanas críticas de crecimiento . Por tanto, 
alteraciones sobre algún eje o centro de regulación, 
quedará alterado y con efectos persistentes durante 
la vida . Varios estudios indican que el tiempo y el 
establecimiento adecuado de la leptina durante el 
desarrollo postnatal en los roedores es fundamental. 
ya que algún daño en ella. predispondrá a presentar 
obesidad en la edad adulta '9. 20 . 

Las concentraciones circulantes de leptina se 
correlacionan positivamente con la cantidad de 
grasa almacenada 21

. Sin embargo, las 
concentraciones sérlcas de leplina en recién 
nacidos son más altas que en los adultosn. 23 a pesar 
de tener menor proporción de grasa en el cuerpo, 
inmediatamente después del nacimiento23

. Los 
resultados obtenidos en nuestro laboratorio, 
demuestran que la concentración de leptina en el 
suero de las crías no inhibe el apetito (consumo de 
leche) durante el periodo neonatal, mostrando que 
el tejido adiposo de la cría no es la única fuente de 
leptina'9. 

28 

La leptino-resistencia conlleva a la obesidad. Sin 
embargo, la leptino-deficiencia contribuye también 
al aumento de la grasa corporal y peso. La leptina 
tiene mayores efectos negativos durante el hambre 
que en el periodo de abundancia, ya que en el ayuno 
esta se encuentra en niveles bajos, lo cual induce 
hlperiagia, tendiendo a almacenar grasas y 
disminuyendo el gasto de energía, mientras que en 
la obesidad los nivel altos no regulan o favorecen la 
pérdida de peS05. 

Hay una compleja interacción entre los esteroides 
sexuales y la acción de la leptina sobre el peso 
corporal. Esto se ha establecido debido a que 
niveles bajos de esteroides sexuales femeninos. 
aumentan significativamente el peso corporal y la 
ingesta de alimentos2'. 2:ó . 

Diferentes estudios demuestran, que las hormonas 
sexuales esteroides regulan directamente o 
indirectamente la producción y secreción de leptina . 
Esto lo comprobaron en ratas ovariectomizadas, a 
las que se les administraron estrógenos y 
observaron que tenían menor ingesta de alimento y 
peso corporal, lo cual les permitió concluir, que esto 
era probablemente debido a la regulación positiva 
de los estrógenos sobre la expresión del gen de la 
leptina25. 

Varias hormonas esteroides regulan la formación del 
RNAm y la expresión de proteínas de la leptina . Esto 
ha sido comprobado en experimentos in vivo e in 
vitro, donde la influencia de estrógenos y 
andrógenos afectan directamente la cantidad de 
RNAm expresado y la leptina secretada en el tejido 
adiposo de la rata2ll

• 

Los andrógenos tienen un efecto negativo y los 
estrógenos un efecto positivo sobre la expresión de 
la leptina . Estos mecanismos de regulación están 
directamente mediados por los receptores 
nucleares androgénicos y estrogénicos que tiene el 
adipocito y que permite regular la transcripción del 
gen de la leptina 26

. 

INSULINA 

La insulina es una hormona metabólica producida 
en el páncreas. es la primera en ser descrita como 
generadora de señales reguladoras de la 
adiposidadZ' . La insulina entra en el cerebro a través 
de un receptor mediado por saturación, estos se 
absorben en la barrera hemaloencefálica en niveles 
proporcionales a la concentración de insulina 
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circulante23
, generando una señal anorexigénica 

que induce la baja de ingesta de alimento y peso 
corporal. La insulina correlaciona positivamente con 
el balance de energía a largo plazo. La secreción de 
insulina aumenta inmediatamente después de 
come~ y sus concentraciones en la sangre 
dependen del total de depósitos de grasa corporal y 
la distribución de la grasa visceral, la cual puede 
ser un factor determinante para desarrollar 
obesidad30

. 

La señalización de la insulina implica una cascada 
de eventos iniciados por la unión de ésta a su 
receptor, el cual se compone de una subunidad a 
extracelular que se une a la insulina . (permite la auto 
fosforilación del receptor) y una subunidad 13 
intracelular (traduce la señal), la cual tiene actividad 
de tirosina quinasa que permite la fosforilación del 
receptor de la insulina (IRS)31.32. Hasta el momento 
se han identificado dos tipos de receptores el IRS-1 
y el IRS-2 en las neuronas33

.3< . 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 expresión más extendida, 
el subtipo B presenta menor afinidad y menor 
expresión de la insulina en los tejidos clásicos 
sensibles , tales como grasa, músculo e hígado33

.3< . 

Los receptores de la insulina están ampliamente 
distribuidos en el cerebro, sobre todo en los núcleos 
hipotalámicos implicados en la ingesta de 
alimento,l';·3OI con mayor concentración en el bulbo 
olfatorio, el hipocampo, la corteza cerebral y el 
ARel

/ . 

La insulina es una hormona anabólica, permite 
disponer a las células del aporte necesario de 
glucosa para los procesos de síntesis con gasio de 
energía . Su función es la de favorecer la 
incorporación de glucosa de la sangre hacia las 
células . La insulina es secretada por las célulasl3 del 
páncreas cuando el nivel de glucosa en sangre es 
alto y por tanto, disminuye la concentración de la 
misma mediante su captación y transporte al 
músculo y adipocito, con la finalidad de prevenir la 
formación de glucosa por el hígado. Se ha 
demostrado, que los receptores de estrógenos (ERa 
y ERI3) están principalmente en las neuronas del 
hipotálamo, hígado, tejido adiposo, músculo y 
páncreas, su presencia en estos tejidos ha sido 
relacionada con la regulación del balance de 
energla . la acumulación de grasa y el metaboHsmo 
delaglucosa . 
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Sin embrago. se ha observado que el ERa tiene 
mayor implicación sobre estos tejidos que el ERI3 y 
que tanto el ERa como el ERI3 están involucrados 
en la regulación de las funciones 13 pancreáticas de 
la célula y las neuronas del hipotálamo.E. Así lo 
describieron los experimentos realizados en ratones 
Knock-out en el receptor9 y la aromatasa'o, donde se 
mostró obesidad y resistencia a la insulina debido a 
la nula acción de los estrógenos" . 

La predisposición a desarrollar problemas de 
tolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina 
están presente en ratas ovariectomizadas'2 y en 
mujeres menopáusicas03

, ambas con bajos niveles 
de estrógenos. Esta predisposición se ha visto que 
se disminuye, cuando ambos modelos son 
reemplazados con estrógenos". Por otro lado, se 
ha informado de que la función deficiente de 
estrógenos en hombres por la ausencia de ERa o la 
aroma tasa, resulta en problemas de salud de tipo 
metabólico.s. 

Cambios en los niveles de estrógenos en la sangre 
ocurren durante la gestación, así como durante el 
ciclo menstrual en el humano o en el ciclo eslral en 
roedores. En esta situación fisiológica, se ha visto 
que el estradiol está involucrado en mantener los 
niveles normales de insulina y beneficiar la función 
de las células 13 del páncreas. Sin embargo, las 
concentraciones niveles de estradiol por encima o 
debajo de los rangos fisiológicos pueden provocar 
resistencia a la insulina y diabetes tipo 11

011
• 

Regulación de la Ingesta de alimento en el ciclo 
ovárico de diferentes especies 

En hembras de diferentes especies, la alimentación 
está asociada con la función del eje hipotálamo­
hipófisis-gónada . En general, en el ciclo ovulatorio, 
está demostrado, que en hembras de diferentes 
especies como, humanos", primates rhesus·a, 
ovejas'9 , ratas!ll·51 y cuyos's, presentan una reducción 
en la in gesta de alimento cuando éstas se 
encuentran cercanas o alrededor del periodo 
ovulatorio. justo cuando las concentraciones de 
estradiol están en los niveles más altos. 

Hay variaciones en la alimentación durante las 
diferentes fases de los ciclos menstruales en las 
mujeres. La ingesta de alimento en éstas durante el 
periodo peri -ovulatorio disminuye, el cual se 
identifica con los cuatro días donde aparece la 
hormona luteinizante (LH)52S3 
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y donde los niveles de estradiol se encuentran en su 
máxima concentración . Algunos estudios también 
demuestran que la ingesta de alimento es mayor 
durante la fase lútea en comparación con la fase 
folicula ~S5 . Estos datos muestran que las mujeres 
comen alrededor de un 10% menos en la ventana 
peri-ovulatoria9

. El estradiol y la progesterona en las 
mujeres están cíclicamente relacionadas , sin 
embargo, la variación del estradiol durante el ciclo 
tiene influencia en la ingesta de alimento, mientras 
que la progesterona se ha demostrado que no tiene 
ningún efecto regula torio sobre esta9

. En mujeres, 
las fluctuaciones de leptina duran te el ciclo 
menstrual correlacionan directamente con el 
estradiol, pero no con la progesterona.'ill,51 . La 
concentración de estrógenos, especialmente de 
estradiol correlaciona inversamente con la 
alimentación durante muchos procesos fisiológicos, 
por lo que hoy se sabe que existe definitivamente 
conexión directa de las hormonas esteroides y las 
metabólicas. 

Ratas y ratones tienen 4·5 ciclos ováricos. En las 
ratas alrededor del 80 a 90% de la in gesta de 
alimentos se produce en la noche. Durante la noche, 
después del incremento de LH, viene la ovulación; 
como consecuencia , hay disminución en la ingesta 
de alimento hasta un 25%, sin haber ningún 
mecanismo compensatorio de la frecuencia en la 
comida 11 ,50.54 . La concentración de eslradiol es más 
alta justo antes del pico de LH, pero muy baja 
durante el estro . La disminución de la ingesta de 
alimento debido al estro en ratas y ratones se debe a 
la activación de ER que estimulan los factores de 
transcripción que tienen regulación metabólica y 
parece ser que estos mantienen su efecto durante 
las siguientes 12 horas. En metaestro, la secreción 
de esteroides sexuales disminuye y aumenta la 
ingesta de alimento. Sin embargo, el metaestro en 
ratas y ratones dura sólo 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 
fisiológicos del comer durante las fases post­
ovulatorios9

. 

El cambio cíclico en la regulación de la ingesta 
aparentemente no se produce durante los ciclos 
anovulatorios59

. También se puede suprimir en las 
mujeres cuya conducta alimenticia se encuentra 
bajo fuerte restricción cognitiva60

, sin embargo no es 
claro si el tamaño o la proporción es afectada9

. 
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La ovariectomía pnxJuce aumento inmediato en la 
alimentación y también aumento del 10 al 30% en la 
adiposidad corporal en ratas y ratones81

. La 
reducción de los estrógenos como ocurre en la 
menopausia y en los animales gonadectomizados 
se ha asociado con el aumento de la adiposidad 
visceral. 

Diferencias sex uales en la homeostasis del 
balance de energía . 

El balance de energía y la distribución de grasa del 
cuerpo son parte del dimoñismo sexual en muchas 
especies de mamíferos, incluido el ser humano. Los 
hombres tienen menos grasa total, su distribución es 
localizada en la región central o inlra-abdominal, a 
esta distribución se le conoce como "androide" o 
forma de manzana por el patrón de localización de la 
grasa, también llamada perfil de manzana, esto 
conlleva a un riesgo mayor para los trastornos 
metabólicos, ya que el tejido adiposo se distribuye 
más en la región subcutánea. En contraste , las 
mujeres tienen más grasa total y mayor distribución 
de grasa subcutánea en glúteo/femoral , a este pertil 
se le conoce como "ginoide", o de patrón femenino, 
también llamado mujer pera . Esta distribución no 
está directamente relacionada con el riesgo de 
trastornos metabólicos62

. Fig . (3) . 

Los esteroides gonadales son reguladores que 
tienen efectos importantes sobre el 
almacenamiento, la distribución de grasa y el 
tamaño del adipocitof.3 . Las hormonas ováricas 
brindan protección contra el desarrollo del síndrome 
metabólico. Por el contrario, en los hombres hay 
mayor prevalencia a los trastornos metabólicos 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 
metabólicos~ . Esto, es debido a que la grasa intra­
abdominal varia de forma inversa con los niveles de 
estrógenos. Los hombres tienen concentraciones 
más bajas de estrógenos, las mujeres después de la 
menopausia tienen menor producción de 
estrógenos 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 específico de los estrógenos en la limitación 
de grasa intra -abdominal82

. 
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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 acción hormonal. Estos 
compues tos endocrinos se encuentran 
ampliamente distribuidos en el medio ambiente y 
muestran actividad estrogénica, antiestrogénica, 
anliandrogénica e incluso obesogénica . Estos 
compuestos son lipofilicos y pueden ser 
almacenados por largos periodos en el tejido 
adipos06. . La exposición excesiva a estos 
disrruptores endocrinos en los seres humanos y 
otros animales tiene impacto en la ganancia de 
peso con predisposición a la obesidadffi

. 

Programación del desarrollo e ingesta de 
alimento. 

Los estrógenos 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 conducen a un 
exceso de grasa corporal visceral con desarrollo a 
enfermedades de tipo cardiovascular y diabetes tipo 
11 en la edad adulta . Nuestro grupo ha demostrado 
que en ratas embarazadas con restricción 
proteinica , las concentraciones séricas de 
progesterona 68

, testosterona, estradiol y 
corticosterona 61 se incrementan en comparación con 
el grupo control, justo al final de la gestación . La 
exposición del feto a estos esteroides puede 
predisponer al mismo, a desarrollar problemas 
metabólicos en la vida adultaM

. 

La masculinización del cerebro femenino en el 
desarrollo temprano disminuye de manera selectiva 
en la vida adulta los procesos sensibles que regulan 
la inhibición del apetito por acción del eslradiol , por 
lo contrario, la feminización del cerebro no afecta a la 
sensibilidad en la vida adulta a los efectos 
estimulantes de la testosterona9

. 

Los datos disponibles sugieren que la organización 
de la diferenciación sexual en la vida temprana 
formará parte de los procesos de regulación de las 
hormonas gonadales del individuo en la vida adulta . 
En nuestro modelo en rata, la restricción 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 cerebro69 y en el comportamientoro.n . 
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Además, hemos demostrado que el aumento de la 
concentración de leptina en la vida postnatal de las 
crias se retrasa por la desnutrición prenatal, lo que 
conlleva a desarrollar alteraciones en el apetito, con 
trastornos metabólicos en la edad adulta 19 . La 
madres restringidas durante el embarazo y/o la 
lactancia tuvieron descendencia femenina con 
mayores niveles séricos de testosterona durante el 
ciclo estra ¡M, mientras que en los machos estuvo 
disminuida la concentración, (cabe mencionar que 
las crias después del destete recibieron dieta 
control , la cual cubre los requerimientos alimenticios 
de roedores en desarrollar . Las concentraciones 
de colesterol y triacilglicéridos en los machos que 
provenian de madres restringidas duran te el 
embarazo y las cuales después del parto recibieron 
una dieta normal estuvieron elevadas . En contraste , 
las hembras no tuvieron cambios en estos 
parámetros. 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 a la insulina 
y mayor ingesta de alimento en comparación con las 
crias de madres control. Estos resultados nos 
permiten concluir que la restricción 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 la 
glucosa y resistencia a la insulina, de acuerdo al 
tiempo de restricción nutricional y sexo1$.7' . Por otro 
lado, la obesidad materna también modifica el 
fenotipo de la descendencia. Nosotros hemos 
probado en nuestra linea de investigación, que ratas 
alimentadas con dieta alta en grasa durante la 
gestación y lactancia y después del destete con 
dieta control. tiene efectos negativos sobre la 
descendencia masculina ya que estos presentaron 
aumento en el tamaño de los adipocitos y mayor 
masa corporal. Las concentraciones de los 
triacilglicéridos. leplina e insulina estuvieron alias", 
lo que nos permite concluir que la programación del 
desarrollo puede determinar los faclores de riesgo 
para desarrollar trastornos en el apetito, obesidad, 
diabetes, hipertensión y otras enfermedades crónico 
degenerativas en la vida adulta de la progenie. 

Resumen yConclusión 

En los últimos años el conocimiento del sistema 
fisiológico 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 in gesta y el gasto energético, 
cabe mencionar que existen importantes diferencias 
con respecto al género, esto directamente 
relacionado con el número y prevalencia de casos 
clínicos que presentan enfermedades metabólicas. 
Estas diferencias sexuales, podrían estar 
relacionadas con el perfil diferente de las hormonas 
sexuales entre hombres y mujeres. Hoy en día los 
estudios relacionados con las diferencias de sexo en 
la regulación del apetito ha contribuido fuertemente 
como parte importante en el entendimiento de la 
fisiología de la alimentación. El profundizar en el 
conocimiento de la regulación entre las hormonas 
esteroides y el balance energético, será relevante 
para el desarrollo de tratamientos efectivos para los 
pacientes obesos. La mejor comprensión de las 
diferencias de género en la regulación de la ingesta 
de alimento y la acumulación de grasa, permitirá de 
manera trascendental el desarrollo de fármacos que 
prevengan o reviertan la epidemia de obesidad, la 
cual hoy en día es la causa de muchas 
enfermedades de tipo metabólico, principalmente, 
diabetes, resistencia a la insulina, hipertensión y 
daño vascular. Es importante mencionar que siguen 
siendo los tratamientos más efectivos y seguros los 
que están dirigidos a la regulación y modificación de 
la calidad y cantidad de ingesta de alimentos y la 
práctica de ejercicio para aumentar el gasto 
energético. Sin embargo, es importante reconocer 
que hoy en día, las necesidades del mundo son 
diferentes y que se requiere mayor investigación 
clínica, social, cultural y experimental para tratar de 
explicar y resolver el problema. 
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nancy and lactation. Maternal prolein restrinion deut'ased open arm rime and diManct' in RR and Re 
olTspring. incre.lsed anxiety behavior. in the EPM. In ¡he OFf, the RR and RC olTspringdisplayed decreased 
t'xploration ( increased s tress) as indexed by deueased dislance in rhe center ZOIlt". These behaviors in 
¡he EPM and OFf was associated with incredsed corticosrerone lev .. ls during an immobilization tes t in 
rht' RR offspri ng with intermediary effens in Ihe RC ofTspring. l earning impairment was observed in rhe 
RR. CR and RC olTspring during fixed rario 5 schedule of reinforcement. Moti va rional effects were mea­
sured in RR olTspring fesponding less, de<reased motivdtion . .lnd CR olTspring making more responses , 
incredsed motivarion. than CC olTspring. These finding.s revea! the negarive elTen s of developmenral pro­
rein restriction on remolle offspring behavior. TIle underlying basis for rhese negative outcomes remains 
[O be elucidated. 

l . Introduct ion 

In many socieries nutri rional inse<:urity remains a serious prob­
lem (Ja ron and Gala!, 2009; Tanumihardjo e t al.. 2007). Reduced 
m.t t ernal Il llt ri t ion cert.tinly .tffect s fp tal dt"velollment wirh t he 
brain pa rticular ly susceptible ro the intrau terine environmen r in 
borh a ltricia l and pre<:ociaJ species (Morgane et al.. 1993; Rice and 
Ra rone J r, 2000). We have re<:en tly s hown in baboon t hat an ade­
Quare materna l d ier is vita l for the development of the ce ntral 
nervous system (Anron ow-Schlorke rt al. . 20 11 ). Poor nurrition 
duri ng development profound ly affeets rhe feta l brain especia lly 
neurons o f rlle frontal cortex and limbie system (Anronow-Seh lo rke 

Abbwvtatlolls: e. control diet: Ce. control d,('[ during pregndncy and lacldtion: 
FR fixl'd rat io: CR. control di"" during pregnancy and pr()[ ~in restriction during Llc­
ution: EPM. elev,ued plus maze; R.prolein restrinion; RR. protein Tt'strinionduring 
pregnancy and IdCI,uion: Re. protl'in reslricrion during prl'gl\dncy ~nd conrrol dier 
during lacrdlion: PND. postl\dul day. 

, Corresponding dutoor. Te!.: +52 55 5487 0900x2417; f.IX: +52 55 5655 9859. 
E - mall llddress: zdmgon~rvidor.ul\dm.mx (E. Zambr~nol. 

0736-5748{$36.00 Cl 2011 ISDN. Published by Elsevier Ud. AlI rights n'wrved. 
doi:10. 1016/j.ijdevneu.2011 .10.002 

([) 201 I ISDN. Published by Elsevier LId. Al! righrs reserved. 

el a l., 20 11 ; Sedi, 2 003; Lis ter e t al ., 2005. 2006; Morgane el al. , 
2002 ). Behaviors such a s lea rning and memory. emorional reg­
ulation, morivation and ri s k a ssessment reJy o n inraet eorrical 
and limbie s rruetures and associared nemal ne t works (Morgane 
pr .t I. , 200S). In hllmans, [lnor mat prna l n ll rritinn i" a majnr callse 
of inrrau terine g rowth resrriction which is associated wirh an 
increased ri s k o f perinara l mortaliry .1Ild long-term morbid iry 
( M clnt ire e t a l., 1999 ). [n addit ion, intrauterine grawth res rric­
tio n is a ssociate<! w it h neurodevelopmrnt aJ delays (fay lor .:md 
How ie, 1989) and a lterations ofbrain s t rueture and neurochemistry 
(AJmeida er a l. , 1996a ). Epidemio log icaJ studies in human olTspri n g 
demo nsrrate nega t ive infl uenees of insufficient perinatal nurrients 
on eognition and behavior ( Renton, 2008; Gal ler e t al., 1990,2005; 
Lueas, 2005; St e in e t al. . 2009), 

Var ious studies ha ve reported effects o f poor maternal nutrition 
on brain deve lo pment and risk aSSeSSlllrnt behaviora l outcomes 
in offspring with reducrion in fe tal brain far (Torres e t al.. 2010) 
mod ification ro neuronal prolife r ar ion in the hypothalamic a n d 
hippocampal region s in ra t offspring (Cou pe et al.. 2009; Jahnke 
and Sedi, 2(07 ). Rehaviora l outcom es fo llowi n g prenata l pro­
rein restric tion (5-9% easein ) in rooenr o ffspring reveal high 
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impuls ive ness and exploration (Iess anxiety) in the elevared plus 
maze (EPM ) and short inhibitory avoidance (disinhibition) laren ­
cies in the elevated T-maze (Almeida er al., 199 \, 1996b; da Silva 
er al., 2005; Watkins er a l. , 2008). Increases in anxiety have .lIso 
been repolted in the EPM in offspring protein resrricted dllring lac­
tation (Al me ida et .11., 1993). We have recently reported decredsed 
avoiddnce behdvior in the EPM and no effects in rhe open fi e ld (OFf) 
in male rats pre andlor postnatdl protein restricted ( Reyes-Casrro 
era l.,20 11 a). 

To date a limited number of s tudies have fo cllsed on operant 
condirioning or motivarion based behaviors subsequent to pre­
and /oT postndtal pro tein restriction. For instance, pre ndral pro tein 
restriction (6% cdsein) in adult male rdts impairs rhe acqllisition 
of a differential reinforcement of low rates operd nt tdsk (Tonkiss 
er .11., 1990.1 ) and impai rml'nts in the radial arm mdze fo llowing pre­
and postnatal prorein resrriction (7% casein ) in mi ce (Randde et al., 
2008). Spdtiallea rning (MorTis water mdze) resu lts show impair­
ment of performdnce in rats pre natally prote in restricted (Tonkiss 
er al., 1997; Zhang er al., 2010). We hdve previous ly reported 
impaired lea rning in pre and/or postna tal prote in resrri cted male 
rats (Reyes-Cdstro et .11. , 20 11 b). In regards ro motivd tion for 
positive reinforcement, prendtally llndernourished rats show less 
appetitive motivdt ion (Miles e t a l. , 2009). We also llave reported 
less motivd tion in male rdts following pre and/or postnJtaJ prorein 
restriction ( 10% casein ) (Reyes-edstro er .11., 201 l b). 

These findings on anxiety, explorarion, lea rning and morivJ­
tion are indicarive of the negdtive behaviora l effects in offspring 
sllbseque nr to insu ffi cient protein in ea rly life. Previo ll s srud ies 
of insll ffi cient perinatal protein dll ring development ha ve been 
associated wirh a rwo-thirds reduction of protein from the co n­
rrol diet (25% protein diet reduced to 6%). Howeve r, the effe cts 
of smaller decredses in perinatdl protein have onJy been deter­
mined in mol le offsp rin g (Reyes-Cast ro er al., 20 11 a,b ). Therefore 
we sOllght to inves tigate the negative effects of .1 50% reduction 
in perinardl protein on femdle offsp rin g behJvior. TIlis level of 
protein reduct ion more dCCllrate ly reflects the human diera!)' in se­
cu rities in developed countries (for review see Ref. Mclntire et al., 
1999). For thi s study we assessed adll lt female rdt offspring bo rn 
lO protein rest ricted motlle rs in anxiety, exploration, learning and 
morivdtion behaviors, us ing rhe EPM , OFf, operanr conditioning 
and progressive ratio, respectively. Control morhers (e) received 
20% casein wh ile restricted mothers (R) rece ived 10% cdsein fO pro­
vide four gro llps: CC, RR. CR, and Re (firsr letter pregnancy diet 
dlld second letter lactarioll diet). TIlese dietdry mJnipulatioll com­
binations have not previous ly been ad ministered in rhe context 
of female development and behdvioral effects foll owing mdrernal 
protein restri etion. We hy potht'"sized thdt maternal protein restrie­
tion du ring pregnancy dnd/or laetario ll would negarively affect 
neurodeve lopment and subseque nt behavior in female offspring. 

2. Exp~ri ll1entd l procedul1's 

2./. Cari' aud ma/mi'~allCi' of a~lmals 

AH procedures were dpproved byrhe Animdl Experimentdtion Erhics eomminee 
of the -'nsrituloNaciondl de CiencidsMédicas y Nutrición. S.JlvadorZubir~n- (JNNSZ J. 
Mexico. Details of materlldl diet. breeding. and mdlldgement of the four groups 
of offspring have been published ín defail (Zlmbrano et al.. 2005). Briefly. moth­
ers (obtdined from INNSZ) were virgin female dlbino Wisrar rdrs 122 ± 9 days of 
age (medn ± SEM) dnd weighed 221.8 ± 3.8 g (medn ± SEM ~ Female rars with reg ­
ular estrous cycles were fed normdl Idboratory chow (control diet. Zeigler Rodem 
RQ22- 5. USA) under controlled lighting (Iights on from 7:00 d.m. ro 7:00 p.m. at 
22- 23 · e) and mdted overníghr with proven mdle bre.-ders. The day spermdtolOd 
were preseor in rhe vdginal smear was designdted dS ddy of conception (day O). 
On/y rdrs impreglldted wirhin 5 days following introduaion ofrhe fenil e mdle were 
retained in the study. Pregnant rars were trdnsferred 10 individual dcrylic cdges dnd 
allocated randomlyroone ofrwo groups: fed either20X caseín (n - 20. control diet· 
e) or 10%ca5ein isocdloric dier (n - 20. resrricted diet-R) (Morganeet dI.. 1993). Food 
dnd Wdrer were available ad /lb/nml and chow provided in rhe form offldt biscuírs. 

Offspring delivery occurred in the edrly daylighl hours between 9.00 d.m. dnd 
12 p.m. on Pos{· concep{ion ddy 22 which WdS designdted posmatdl day (PND) 
O. Pup weight dnd morphometric pdrameters were rl'Corded dt binh. Ano· genitdl 
disrdnce was measured with calípers and expressed dS dno-geniral dínancelbody 
weighr as previously reponed (Miles et dI.. 2<X>9: Morgdne et dI.. 1993. 2002. 2005: 
R.lndde er al.. 2008: Reyes-edstroeral.,2011 a ~ Using our previously published data 
(Morgane et di .. 2005 J. sex WdS judged accord i ng ro wherherrhe dno-genitdl disr ance 
WdS < (femdle) or ~ than (male) 2.5 mm. To ensure homogeneiry of nudy subjecrs.lit­
rers ofover 14 pups. or less thanl0 pups. were nor incJuded in the study. Liners 
were adjusted ro 10 pups for edch morher while mdimaining as close to dI: 1 5eX 
rdriods possible. Morphometric medsuremenlS were performed on the liners prior 
ro culling them to 10. For the lact,¡lion period 4 groups were established: ce. RR. 
eR. ,¡nd Re ( tirsl letter diet receíved during pregndncy dnd second leuer mdterndl 
diet during: Idctdrion) resulting in 8 ,¡nimdls from differem liuers per group (8 edch 
of femdle ce. RR. CR dnd RC offspring~ Afier wedning (PND 21 l. all pups were fed 
the e diel and housed 4 offspring in rhe 5.1me trearment group per cdge. Two weeh 
prior to behdvioral testing dnd during rhe behavioral experimenrs. 5ubjecrs were 
maintained on a reverse 12 h lighrlddrk cycle (Iights off at 7 a.m. ,¡nd on at 7 p.m.~ 
Behdviordl assessmeors occurred during the dark phase on PNDs 90- 220 regard ­
less of the stag~ of the estrous cycle. arder of lask ddministrdtíon wa,: (1) EPM 
(PNDs 90-92), (2) open field (PNDs 91 -93~ (3) operanl condirion (PNDs 110- 135) 
(4 ) progressive rdtío (PNDs 13S- 146),(5) 5ucroseconsumprion (PNDs 147- 150)dnd 
(6) immobilildrion (PND 220~ 

22. fli'vari'd plus mau 

Eight unreldled naiVe subjecls pt'r treatmen! group were lested. 111e EPM was 
conslrucrl'd of dark grey pldsric sirudted 64cm aboye lhe floor. 11 consisted of two 
unprotected open arms 180 degrees dpdrt. and rwo closed drms protl'Cred by high 
grey wdlls 90 degrees from rhe open drms. The four .lfms (45cm x 10cm edch) 
exrended from a common centrdl platform (10cm x 10cm~ The Jíghr level was 30 
lux in the open armsdnd 61ux in lh~ closoo drms. The rars position on rhe maze 
WdS recorded Vid a video camera mounted on the ceiling aboye lhe center of {he 
mdle. The camera was connl'Cred tOd video cracking mor ion andlysis sysrem (Elho­
visiono Noldus Informdlion Technology by Wageningen. 111e Nerherlands) running 
on a persondl computer. To stdrt the sessíon . edch rar was placed individudlly imo 
rhe center of the mAze facíng dn open armo Subjl'Cts were dssessed for 5 min. the 
rar was returnOO to it s home cage and lhe EPM was cleaned wíth 70% ethdnol. An 
experimenter ndiVe to treatment group manudlly scored the numberof emries inlo 
rhe predefi nOO zones ofrhe open dnd closed a rms. whi le the Erhovision sysrem mon­
irored lhe distance moved dnd rhe time spem in lhe different zones. An drm entry 
WdS scored only i[the rars centerofgrdvity emered inrorhe arm.lhednimals were 
rested in a randomiled sequence based on early life dietary manipuldrion. 

2.1. Of}i'n jii'ld 

The Sdme animdls srudied in the EPM were evaludted the next day in a 60-
min Off. The open líeld. made of dark grey Plex igldS. consisted of a squdre arelld 
(101 cm x 101 cm dnd 34cm high)which WdS locdted in dn experimentdl room íllu ­
mílld{ed by low lighr (12Iux). A video Cdmera mounted above the arend connected 
ro a monitor and served as rhe video tracking mOlion dndlysis system (Ethovi ­
sion. Noldus Informarion Technology. Wageningen. The Netherldnds~ This sysrem 
fl'corded subjl'Cr locomotion in the emire dre na (roral distJ nce measured ín meters). 
A virtudl squdre cemerwasdefined in {he open field arena and the locomotor activ­
iry of the rars inside this lOne was measurOO. Edch rar WdS placed individually imo 
rhe cemer ofrhe open tield drend and lestOO equally in dll open tield appdfatuses. 
following edch session dlllOnes were cledned wilh 70% ethanol. 

2.4. Of}i'mllfappamrus 

Eíghr unreldted offspring from differeor litters per diet group were tesred 
in tesr -boxes (EIO- 1OTe. Coulbourn-Imrruments. Pi\. USA) enclo5ed in vemi ­
lated. sound-dttenudling chambers (EIO-20. Coulbourn-Instruments. PA. USA) and 
tined wirh a removdble response lever and a líquid dipper (EI4-05. Coulbourn­
Insrruments. PA USA~ lhese boxes had {WO side walls of dluminum dnd a redr 
and front wall of cledr I'I'rspex. Edch box conrained a gríd floor and WdS illumíl1ated 
wirh d diffu se house-light during resting. Response lever and rewdrd -magazine were 
placed on the right sidewall. When a rdt had perfornled the required numberof l ever 
presses. the light wasrurned on in the rewdrd mdg.1zinednd {he liquid dipperrrdns­
ferred d drop of ,ucrose solution (7X) from d reservoir ioro the reward mAga zine. 
A nose poke into the magazine was registered by phorocell receprors. A persondl 
computer controlled task paramerers Vid universal environment interfaces (E91 - 12. 
eoulbourn-l llItruments. Pi\. USA~ 

2.5. Operanr condftforrl1lg O/Id progri'SSIVe rorro proci'dure 

Prior ro resting offspring were pldced on wdter deprívdtion for 23 hlddy. Sub­
jeas were given one hour Orfreedcces~ immedíarely following behavioralsessions 
which cont inued rhroughout trdining dnd resting. To begin training subjeces were 
given a non-comingem reinforcemem in lhe lest· box. Subsequemly. on the firsr 
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Table 1 
Pup wl'ightlmorphometric ml'asuremems al birlh from mOlhl'rs fed Ihl' comrol 
(20% casein) or restrictl'd (IOX casein) diet during pregn.lncy. Mean ± SEM. 1I refel> 
loliners. 

ütter size (pupsllitter) 
Weight(g) 
l.ength (mm) 
Ano genital distance (mm) 
Ano geni tal distance (mmlg) 
Head diameter (mm) 
Abdominal diameter (mm) 
Head:abdomin.ll ratio 

. p< 0.05 different from control. 

Control (11 - 16) 

11.2 ± 0.3 
5.6 ± 0.05 
4.5 ± 0.06 
2.4 ± 0.1 

0.42 ± 0.01 
11.3 ± 0.02 
12.4 ± 0.07 
0.91 ± 0.01 

Reslricted (11 - 16) 

10.9 ± 0.2 
5.1 ± 0.04' 
4.4 ± 0.06 
2.5 ± 0.07 

0.51 ± 0.02' 
11.2 ± 0.03 
12.2 ± 0.02 
0.92 ± 0.01 

training day subjt'Cts were cond itioned 10 press a lever for reinforcement, according 
toa fixed ratio schedule (FR _ tl. 00 e,eh tri, 1 the rever w,. pre,ented until the ,ub_ 
ject pressed it. After which the subject was allowed 120 s to appl'O.lch there wa rd 
magazinealld respond with a nose poke. The registrationofthe nose poke imo their 
ward magazine by the photocell receptor. started the feeding which lasted approx­
imately lOs. [.¡ch trial was followed by an inter-trial interval of 5s during which 
the lever was retracted. FR- I training was completed when subjt'Cts madI' more 
than 20 responses during a 1 S-min session. After allsubjt'Cts reached this criterio[\, 
they were introduced toa FR-S schedule with the identical performance criteria as 
in the FR-I schedule albeit with S responses required jX'"r trial. Mter the training 
sessions. subjects were placed on a progressive ratio schedule for ten day •. 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 u"sted in equal numbers across test boxes. 

2.6. ffl'(' surrost'colIStlmptloll 

The day following the last progressive ratio session the subjects were given 
direct access to bottled sucrose solution for 30--min in the familiar colony room 
and the amount of consumed 5OIution was mea su red. For this evaluation subjects 
were single caged and the amount of sucrose consumption was cafculated by the 
subtraction of the bottle weight before and after (he consummatory periodo Th is 
procedurewas performed in 3 consecutive days and administered in order toassess 
for differences in sucrose consummatory behavior. 

2.7. Immobf!tratlon OIld cortfcosrerone mrosW1''''1'1II 

Following all behavioral testing. subjects were physically restrained for 20 min 
and corticosterone levels were measured. Staning at 12:00 hours on PND 220. a 
blood !idmple was taken from the tail vein to determine ti me O conicosterone serum 
levels. Subjects were then immobilized for 20 min and blood 5.lmples were obtained 
at 20. 40, 80. and 120min. Blood 5.lmples were cemrifuged at4°C for 15min at 
3S00rpm to remove the red blood cells. The serum was stored at - 20 · C until all 
'i.dmples were alldlyzed. Corticosterone serum levels were determined by radioim­
muno.Js!idy using commercial rat kits, DPC Co.Jt-a-coun! (TK RCI ) from Diagnostic 
Products (Los Angeles. CA, USA). Intra- and inter-as'i.dY variability was <6 and <7%. 
The kit was used in accordance with manufacturer's instructionsand 'i.dmple. were 
measured in duplicate. 

2.8. SmrfsllcoJ unoJyses 

AII data are presetlled as mean ± SEM. Difference~ in body weighl and mor­
phometric mea,urements at binh were c.Ifculated by [-test. Body weight a¡ .Idult 
ageand behaviora.1 endpoitlls were analyzed by one-ANOVA with between-subject 
factors of early life manipulation (materna.l diet during pregn.Jncy and lactation~ 
Post-hoc an.llyses were performed by Tu key"s test (Sigma Stat 1.5 ~ Cortkosterone 
measuremems were analyzed by two-way ANOVA with Ronfertoni's post hoc test 
(Gldpl,Pdd Plbll,4.0~ 

3. Results 

3. J. Offspril1g morp/lOmetrics 

Table 1 s hows morpho metrie analysis o f offspring at birth. 
Rody weight ror pups of protein res tri eted m o thers was redueed 
eo mpared ro pups from mothers fed the control dier (p<0.05). 
Ano-genital distanee relative to body weight was increased 19 % in 
the protein res trie ted fe male o ffspring (p < 0.05 ). No ehanges were 

TaIJ le 2 
Orfspring weighl as adults at the beginning of the training (PND 120) and before 
immobililation (!'ND 220) (Top table~ Free sucrose consumption test - .Iverage 
intake of 30min during 3 days (Bottom table ~ Offspring from mothers fed with 
control (C - 20% casein) or restricted (R- IOX casein) diet during pregnancy (first 
letter ) and lactation (second letter~ Mean ± SEM: n_ 8 pups from different litters. 
Groups not ,haring a le{[er are statistically differen!. p < 0.05. 

Offspring weights (g) " " '" " 
PND21 39 ± 0.8a. 24 ± 0.7b 25 ± I.Sb 42 ± l.la 
PND90 209 ± 4 199 ± !O 190 ± 6 200 ± 7 
PND 120 226 ± 3a 206 ± 7ab 198 ± 4b 219 ± 5.Jb 
PND ISO 236 ± Sa 217 ± 7ab 206 ± 5b 226 ± 5.Jb 
PND220 256 ± 8a 223 ± lloc 222 ± 9b 247 ± 6ac 

7% Sucrose " '" me 28.5 ± 0.5 29.t ± 0.7 28.7 ± 0.8 28.8 ± 0.8 

obselVed in other parameters at birth. Offspring weights were m ea­
sured on PND 2 1, 90, 120, 150 and 220 (Tab le 2, rop panel ). The RR 
offspri ng weighed less that CC offspring o n PND 2 1 and 220 while 
theCRoffs pring we ig hed less than CC o n PND 2 1, 120, 150 and 220. 

3.2. Elevarl'd plus maze 

Diffe re nees were m easu red in the to tal distanee with a decrease 
in the RR offsp ring eo mpared to CC a nd no differenees in tll e CR 
and RC (Fig. lA,p< 0.05 ). Differenees were also m ea sured in ope n 
arm time and ope n arm distanee w ith decreases in the RR and RC 
o ffspring compared to CC and no differenee i n the CR (Fig. 1 C and D, 
p< 0.05 l. No differellees were revea led in open arm entries (Fig. 1 B). 

3.3. Open field 

Diffe re nees in the number of eenter zone and border zone 
entries s llowed the RC offspring had deereased entries in botll zo nes 
versus CC o ffspring w ith intermed iary effeets in RR and CR (Fig. 2A 
and R, p<0.05). Decrease in ee nte r zone distanee W.1S obse rved in 
the RR and RC o ffspring witll intermed iary effects in the CR ( Fi g. 2E, 
p< 0.05 ). No d iffere nees were derermined for eente r o r borderzones 
time, border zone distanee or to tal distanee (Fig. 2). 

3.4. Operallf conditioning 

For FR- l training a s ig nifi ea nt e ffe et of diet w as determined 
(p <0.(0 1), tll e tlLtmber of FR- l training sessions required to reae h 

performance criterion in both the RR and CR g ro ups was ine reased 
compared ro CC offsp ring (Fig. 3A, p<0.05). Additionally, fo r FR-5 
training a s ig nifiea nt effeet of diet was determined (p < 0.00 1 ) RR, 

CR a nd RC offspring required m o re session s to attain pe rfo rmance 
e riterio n eompared ro CC offspring {Fig. 3 R, p < 0.05 l. 

3.5. Progressive rario 

Analysis o fnumber ofrespo nses m.lde per sessio n s how a s ig nif­
ieam effeet o f diet (p < 0.00 1 l. Number o f responses were decreased 
in th e- RR offspring while- th e- CR o ffspring re-sponde-d m o re- than 
the CC g roup w ith no differenee fou nd in the RC group (Fig. 4A). 
Comparisotl s for number ofrewa rds earned per session s how a s ig­
nifi ea nt e ffeet of diet (p < 0.00 1). Post-hoc ana lys is eo nfirmed the CR 
g roup ea rned m o re rewa rds than the CC g ro up with no differenee 
found in tll e RR and RC groups ( Fig. 4B), 

3.6. Free sucrose eOl!sumpriol! 

No differenees were determined between expe rimental o ff­
spring in the free suerose eonsu mption test (Table 2 , bottom pane l). 
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Fi g. 1. Elevafed plus maze compdriron~. (A) Total dis{<lnce, (S) open drm entri!'s. (e) open arm time and (D) open arm dimnce. offspring of mI fed wirh control (e - 20% 
casein ) or restricted (R. 10% casein ) dit'1 during pregna ncy (lira Ieller) and lactdtion (second lener ). Mean ± SEM. n - 8 offspring from different li tters. 

3.7. Immobilization and corricosrerone measuremenrs 

Analysis of corticoste ro lle leve ls ar O, 20, 40, 80 and 120 min 
show rhe RR offsprillg had increJsed level s at rhe O min time point 
ve rs Lls ce and eR offspring with the Re having il1te rmed ia ry levels 
( Fig. SA: lette r symbols, p < O.OS). eorti costerone illCl"eJ Se (.6. ) after 
immobilizarion (between O and 20) was higher ill ec in compariso n 

w ith RR and Re , with no differe nce in the CR (Ce 350 ± 53 a, RR 
154 ± 50b, CR 287 ± S3ab, Re 184 ± 30b, ngl rnl: p< O.OS). No group 
diffe re llces w ere obse rved from 20-- 120 mino Within group diffe r­
ences were o bserved fo r all rime points subseqLlent to rhe O min 
time point meas LII"ement (Fig. SA: ' and # symbols , p< 0.05). Cor­
ticosterone levels remained e leva ted from 20- 120 mi n time points 
in rhe ce, e R and RC offsprin g. In the RR offspring corticosterolle 
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Fig. 2. Open tleld test. (A) Center lOne entries. (8) border lOlle entríes. (C) center lOne time. (D) border lOne time. (E) center lOne dist~nce. (F) border lOne distance ~nd (G) 
tot~1 diltJnce. Offspring of r~tI fed with control (C - 20% c~sein) or restricted (R- tO% c~sein) die! duríng pre-gnancy (first letter) and lactation (second letter ~ Mean ± SEM 
n - 8 pups from different liner~. Groups not sharing a lener are statisli(~lIy different. p<O.OS. 
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Fig. 3. Operam conditioning. (A) Number ofFRl sessions and (B) fRSsessions to reaeh performance criterion. OrTspring of rats fed with control (C - 20% casein) or res tricted 
(R - 10% casein) diet during pregnancy (lirst letter) and lactation (second lener). Meala SEM. /1 - 8 pups from different li«ers. Groups not shdfing a letter Me S1dtistically 
different. p< 0.05. 
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Fig. 4. Progressive ratio test. (A) Average number of responses and (B) reinforcements earned du ring 10 sessiollS. Offspring of rats fed with control (C - 20% casei n) or res tricted 
(R _ 10% casein) die! during pregnaney (lirst letter) and lactation (second leller). Mean ± SEM. /1 - 8 pups from different li«NS. Groups not sharing a letter are statisticdlly 
different. p< 0.05. 

level s sLlbsided to O time point levels by 120min. There were no 
differences among groLlps for overall corticosterone levels - drea 
Llnder the curve (Fig. 58 ). 

4. Discussiotl 

The goal of these studies WdS to assess anxiety, exploration, 
dssociative ledrning and motivation behaviors in femal e offsp rin g 
born ro mothers administered d 50% redLlction in protein dLlring 
pregnancy and lactation. In addition to behaviora l outcomes, mor­
phollle tric and corticosterone medSLl rements were determined in 
offspring. Materndl protein restrictio tl redLlced pup birth weights 
and increased the ano-genital distance which in many spec ies 
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provides an external m.Jfker of sexLldl differentiat ion dt birth 
(Manno 111 , 2008). An i ncrease in the ano-genita l distance ind icates 
prenatal ex posure to lllate rndlly derived steroids (Hotchkiss et dI., 
2007). We have .lIso reported incredses in dno-genitdl di stdnce in 
offsprin g born to prendtally protein restricted mothers, fo llowing 
the identicdl diets Ll sed here, resLl ltin g in elevd ted materndl proges­
terone, co rticoste rone, estradiol, dnd tesrosterone concentra tion at 
19 days gestation (GuZJ1ldn et al., 2006; Zambrano et al., 2005). 
AlthoLlgh specLllative, effects of these steroids on fetdl develop­
lllent coLlld have a ro le in the cLlrrent behaviordl findin gs since 
we previously reported behaviora l impairlllents in molle offspring 
adllli nistered the identicaJ prote in restriction diet lIsed in thi s stLldy 
(Reyes-Cdstro et al., 20 ll d,b). 
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Fig. 5. (A) Immobilizationand conicosterone measurement at PND 220. Groups notsharinga letter are statisticallydirTerent;' indicate5 within groupdifference5 from O time 
point; # indicates difference from O time point for all groups except the RR orrspring. p<O.OS. (B) Afea under the curve (AUe) for overall corticosterone levels. Mean ± SEM. 
11 _ 8 offspring from different litters. 
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Results from the EPM did show perinatal diet differences -
decreases in open arm time 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 
(Almeida et al., 1993). In males we have shown the CR and RC 
UrrSlnill1;\ IlIdkt" I1IUIt" UIJI:"Il d!lll t"lIllit"s dlld llit" RR, CR, dlld RC uIT­

spring spend more time in the open arms rhan the CC offspring 
(Reyes-Castro et al., 20 11 .1 ). Taken rogether, the pre and¡or post­
natal protein restricted male offspring show increased approach 
and less avoidance behavior (Iess anxiety) and thus exhibited dis­
inhibition of avoidance as compared ro controls (Reyes-Castro et 
.11.,20 11 .1). 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 ofsex 
specific differences in our perinatal protein restriction paradigm. 

In the open field, differences were detected in the RR and RC off­
spring traveling less distance in the center zone with only the RC 
offspring showi ng decreases in center alld 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 supporred by other studies show­
ing a si milar behavioral phenotype (Ga llo, 198 1; Levay et al., 2008; 
Trzctnska et al., 1999; Watkins et al., 2008 ). In males, pre and post­
natal protein restricted offspri ng (RR) showed a marginal decrease 
in the number of center zone en tries, thus suggesti ng an increased 
anxiety stare (Reyes-Castro et al., 20 11 .1 ), similar to the female RC 
offspring in this study. 

Behavioral observations dLlring operant conditioning revealed 
rhe RR and CR offspring required more sessions to attain perfor­
mance criterion dLlringacquisition of FR-1 schedule and the RR, CR 
and RC offspri ng .111 required more sess ions to perform to criterion 
dllring FR-5 schedule of reinforcement compared to CC offspring. 
So, dLlring FR- l training pre and postnatal protein restriction in 
combination (RR offspring) or posma tal prorein restriction alone 
(CR offspring) caLlsed leaming impairments. However, .111 exper­
imental offspring required more sessions to reach performance 
criterion during FR-5 sessions. 111e increased nllmber of sessions to 
attain perfOrn1.1nCe criterion dLlring operant conditioning implies 
impairment i n procedural and/or associative learning in the exper­
imental groLlps. We have recently reported leaming impairment 
dLlring FR- I conditioning in male RC offspring and in male RR, 
CR and RC offspring during FR-5 conditioning (Reyes-Castro et al., 
201 1b). So in rhis perinatal protein rest riction paradigm, prenatal 
protein restriction alone (RC offspring) i n males i mpaired FR- l per­
formance while in females postnaral protein restriction (RR and CR) 
impaired FR- l performance. These resLllts suggesr that the critical 
window for the development of the brain areas underlying task 
performance is earlier in males than females. 

Tllt" cUl;\lIiliVt" ddicils wt" 1t"¡-lUll il! lIlt"st" t"XIJl:",illlt"lIlal uIT­

spring are consistent with impaired learning in adult rat offspring 
globally Llndernourished during gestation (30r. redLlction from ad 
libirum consumption) using concLlrrent variable-interval schedules 
(Landon et al., 2007). Similarly adult sheep offspring prenarally 
undernoLlrished (a 50% redLlction 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
te in restriction impairs spatiallearning and memory in rhe Morris 
water maze (Tonkiss et al., 1997; Zhang et al., 20 10), in the dif­
ferential reinforcement of low rates operant task (Tonkiss er al., 
1990.1 ) and the radial arm maze (Ranade et al.. 2008 ) in molle rat 
offspring. Although those stLldies do not precisely reflect the dietary 
challenges and operant tasks we administered, a commonality 
exists in our offspring exhibiting learni ng impaim1ent dLlring oper­
ant conditioning. Additionally, we have recently reported learning 
impairment in male offspring administered rhe identical protein 
restriction protocol (Reyes-Castro et al. , 20 11 b}. lt should be noted 

that our paradigm is only a 50% redLlction of protein in an isocaloric 
diet ( 10% casein) which is a more modest protein resrriction versus 
those studies mentioned aboye which administered an approxi­
mately 70% protein redLlction (6% casei n). 

In this srudy differences in motivation during progressive ratio 
lt"sliul;\ wt"n: uust"lvt:d - llit" RR I;\I"UUIJ lt"slJUlldt:d It:ss dlltl lIll" 

CR group responded more than CC offspring and no differences 
were observed between groLlps dLlring the free sLlcrose consump­
tion implying similar appetitive/consummatory behaviors. 111ese 
reslllrs indicate rhar pre and posmatal protein restriction in com­
bin.1tion (RR offspring) reduces motivarion, similarly to what we 
have reported in molle protein restricted offspring (Reyes-Castro 
et al., 20 11 b l. On rhe other hand, protein restriction dLlring the post­
natal period alone (CR offspring) increases motivation. As a basis 
for decreased motivation in the RR offspring, prenaral exposure to 
androgens have been shown to induce aversive properries to appe­
titive srimLlli posrnatally (Domi nguez-Salazar et al. , 2008 ). We have 
previoLlsly reported increases in maternal steroids near term in an 
identical protein restriction model (GLlzman et al., 2006; Zambrano 
et al., 2005 ). The increased motivation displayed by the CR off­
spring is consistent with a previous study rhat 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 .111 experimental groups, i.e. RR, RC and CR offspring 
(Reyes-Castro er al., 20 11 b). Our stlldies in pre and/or post natal 
protein restricted males and females show sex specific outcomes 
during progressive ratio testing. 

Corticosrerone levels measured dLlring immobilizarion show 
that the RR and RC offspring had elevated corticosterone levels ar 
the Omin 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 postnaral food restricted 
weaned and adlllt rats (Leonhardt e t al.. 2002; Sebaai et al., 2(04). 
11lOse studies sLlggest thardevelopmental programming ofthe HPA 
axis by fetal and early postnatalmalnutrition can result in persis­
tent impairment of feedback (Chisari et al., 2001 ). In this report we 
measured an increase in basal corticosrerone prior to immobiliza­
tion in RR and RC offspring suggesting pre and posmaral protein 
restriction in combination or prenatal protein restriction alone 
can have a negarive effect on HPA axis function during physical 
restraint. However as reported, in males there was an overall dif­
ference in corticosterone levels (area Llnder the curve ) in the RR 
offspring (Reyes-Castro et al., 20 11 .1 ) but in this study there was no 
cumlllative difference. 

In conclusion, rhe behavioral pertLlrbations observed in female 
offspring in anxiety, exploration, learning and motivation behav­
iUlalt" lJult"lllidlly dut" lu lllt" iusurlicit"lIllJl"Ult:ill ( t"sst"lIlidl dl1lillU 

acids) or fa tty ac idslli p ids ava i la ble d u ri n g critica I windows of br a i n 
development. Differential hormonal responses to rhe dietary chal­
lenge in both mother and ferus must .lIso bt'" considert'"d as potential 
programming mechanisms as sreroids in particular greatly deter­
mine nemal proliferation, differentiation, and migration Uazin and 
Cahill, 2010 ). Observed differences clearly reflect impairments in 
anxiety, exploration. cognition and motivation without affecring 
consulllmarory behavior, as determined by the free sucrose con­
sLlmption test. Mechanistically one might hypothesize rhat the lack 
of sufficient protein cOlllponents required for normal neurodevel­
opment resulted in persistent dysfunction of the lilllbic system 
and cortex (Bedi, 2003; lister er al.. 2005, 2006; Morgane et al.. 
1993 ) at the time of testing. We have .lIso shown that protein 
restriction during pregnancy negarively i mpacts normal fetal brain 
development by changes in maternal lipid metabolism (Torres er 
.11.,2010). Prenatal protein restriction significantly reduces mater­
nalliver desaturase and elongase gene express ion, and formation 



171

LA. Reyes ·CoslrO er ol./lnt.J. Dt>vl Neuroscll'nct' 30 (2012) 39-45 

of the l C-PUFAs: arachidonic and docosahexaenoic acid (Torres 
et al., 20 1 O). TI1US, fetuses born to protein restricted mothers exhibit 
low body weight as welJ as redLlced brain fat inclLldin g the can­
tent of docosa hexaenoic acid in rhe brain (Torres et al., 20 10). TIlis 
study shows that a modest reduction in protein during the perina­
tal pe riod can have profoLlnd effects 011 offsprillg. These findings 
are similar ro what we have previoLlsly reported in mal lo' offspring 
prote in restricted dLlring the sal1le critical dewlopl1lental win­
dows (Reyes-Castro et al., 20 11 a,b l. FLlrther stLldies of d isc rete brain 
,Heas, especialJy neLlrons and sLlpport cells ofth e limbic system alld 
the hypothalamic pitLIitary ad renal axis are necessary to determine 
mechanisms. 
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1. Introduction 

A B S TR AC T 

Deve[opmentJI progrolmming resulting from a suboptim.a[ intrauterine environment c;¡n predispose off­
spring to a wide-range oflifelong health comp[ications. Litt[e is known about the effects In.lterna[ protein 
restriction during pregnancy andlor [actation h;¡s on olTspring neurodeve[opment. We hypothesized that 
materna[ isocJloric [ow protein diet during pregn.lncy andlor lactation would negatively in fl uence male 
offspring affect and risk assessment behavio~ as me;¡sured by elevated plus molze and open fi eld tests. 
Control mothers received 20% case in (e)ol lld restric ted mothers (R) 10% casein to provide four groups: ce. 
RR, CR. ;¡nd RC (ficst lettec pregnancy diet and second [ener lactation diet) to eva[u.ate effects ofmate rnal 
diet on offspring risk dssesslllent. anxiety dnd explordtory behaviors. E[evated plus maze results showed 
an effect ofpre- ,1Ild lor postila tal diet manipulation in open Jrlll time (p< 0.05 ) with increases seen in the 
RR (157 ± 22.7 s), CR ( 137 ± 23.2 s) and Re ( 146.8 ± 10.8 s) offspring rel<ltive to ee (52 ± 8.6s ) offspring. 
n lis behavior indicates dec reolsed olvold;¡nce (1ess allxiety] .1nd incfl'olsed explor.a tion by experimental 
groups. Ho wever. in the open field test the RR ( 17 ±4.2 e ntries ) offspring entered the cente r zone less 
than the cc (35 ± 6.6 entries ) offspring thus exhibiting increased olnxiety with no o ther groups showing 
e ffects. Elevolted leve[s of mrticosterone were meJsured before, during olnd olfter immobilization in the 
RR compolred to ce offspring. These fi ndings show protein res triction during critic.al periods o f deve[op­
ment negatively progrolm ofTspring behdvior. TIle underlying anatomical structures affected remdin to 
be elucidated. 

'0 20 11 Elsevie r B.V. AIJ rights reserved. 

Fetal and offs pri ng morbidity associated with poor ma te rnal 
IlLltrition d llring devc lopmc nt is a g lobal health co ncern and results 
in developmental programming of adult d isease in offs pring [ 1]. 
In particular. a well -ba l<1nced ma te rn<11 die t is vit<1 1 fo r the devel­
opment of the fetal and neonat <1 1 central ne rvous system [2]. Fo r 
example. cognition and be h<1 vio rs s llch <1 S lea rning and memory. 
anxie ty. and risk assess ment depend on th l.' propl.' r development of 
the limbic systl.'m <1nd associated ncur <11 Meas [3]. lmpaired devel­
opment of limbi c system neurons. which play an important ro le in 

no rmal affect and cognition, occllrs w hen mare rnal prote in intake 
is reduced with resu lting brain abnorllla liti es [4~81. Epidemiolog­
ical stlldies ..'lIso show that insuffi cient prote in ava ilabili ty during 
development has de triment<1 1 effects on rhe br ain and subseqllent 
bl.' havior. cog nition <1 nd emoriona l reactiv ity [9- 16]. TIlese critical 
findings ind icare the need fo r precise lycontro lled <1 nimal models to 
study pl.' rina ta lnutritiona l cha llenges and the i r effects on offspring 
development and beh<1vio r. 

Several studies report effects of poor mate rnal nLltrition on 
the development of br<1 in and behavio ra l outcomes in offspring. 
For exa lllple, protl.' in restricti on d llring gesta tion and/or lacta­
tion Illod ifi es neurona l pro life ration in [he hypothalami c and 
hi ppocampal rl.'g ions i n ra t offspring [ 17]. Behav iora l o lltco mes fol­
lowing pren<1 t<1 1 protein restri cti on (6--9% casein ) or othe r types 
of malnutrition in rodent offsprin g rl.'veal high im pu lsiveness and 
explo ration (Iess <1 llXiety) in the e le v<1 tcd pl us maze (EPM ) and 
short inhi bito ry avo idance (dis inhi bition ) la tencics in the e leva ted 
T-maze [18-22]. However. seve ra l outCO lll l.'S have been desc ri bed 
in the open fi e ld test - ..'In anxious phenotype ,decreased locomotion 
as we ll as no effe cts [22-27 ]. Althollgh eqll ivoca l <1nd sometimes 

Abbrt'v/artons: e , control diel : R. prolein restriet¡on diel: ce. control diet during 
pregnaneyJnd laelJl ion: RR, prolein remiele<! dlel during pregnan'Y ..'1 00 laetallon: 
(R. eonrrol diet during pregnancy Jnd prolein resrrietion during ldetation: Re. pro­
rein restrlction during pregnancy and control diet during laetalion: PND. postnaul 
day: HPA, hypothalamo-pituitary- adrenal ..'IX';': EPM, elevaled plus maze. 

• Corresponding autho r. Tel. : ~ 52 55 5487 O9OOx2417, fax: ~52 55 5655 9859. 
E- mml oddress: zamgon@wrvido r.unam.mx(E.Llmbrano). 
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contradictol)', these findings on emotional reactivity are i ndicati ve 
of potential behavioral modifi cations due to neurodeve lopmen­
talmodulation sLlbse'lLlent to i nSLlfficient prorein in early life and 
establish the concept that redLlced perinatal protein has effects 
on emotionaJ reactivity when protein is redLlced by 75% of con­
trol diet (25% protein diet redLlced to 6%) [1 8-27 [. However, the 
effects of small er decreases in perinatal protein have yet to be 
determined. Since behavioral e ffects have been reported follow ­
ing exrreme redLlction in protein, we sOLlght to investigate the 
potential effects on offspring behavior of a more modesr protein 
restriction (a 50% decrease ) which potentiaJly more accLlrately 
refle cts the hLlman dietary insecLl rities in deveJoped cOLlnrries 
(for review see Ref. [28]). We assessed anxiety and exploratolY 
behaviors, Llsing the EPM and open field testing, in adult m.lle 
rat offspring protein restricted during pregnancy andlor lacta tion. 
Control mothers received 20% casein (C) while resrricred moth­
n~ (R) rt"l:t"i vt"d 10% l:<lst"iJl lu pruvidt" rUlIr ~ruup~: CC, RR, CR, 
alld RC (first letter pregnancy diet and second letter lactation 
diet). These dietary manipulatioll combinations have not previ­
ousJy been administered in the context of anxiety and exploratory 
assessments. To more directly match human cond iti ons, offspring 
we re not cross-fostered but kept w ith thei r biological dams during 
development. We hypothesized rhat perinatal protein restric­
tion would affect development of anxiety and exploratory-based 
behaviors. 

2. Materialia nd methods 

2./. Care alld mallltrnill!((' oIanlmals 

AII procedurt'"s were dpproved by the Animal Experimenldtioo E1hics Commit­
tee of the ··Instituto Naciondl de Cieocias MédicdS y Nutrición. 5.Jlvddor Zubirln" 
(INNSlJ. Mex ico. Details of malernal d iet. brt'"ediog. dod maoagement of the four 
offspring groups hdve been published io detdil[291. Briefly. 40 virgin female dlbioo 
Wisldr rats 11 to 13 weeks of dge dnd weighing 212 ±6g (mt'"do ± SEM ) w ert'" 
obtdined from INNSZ. Femdle rdts with regulart'"strous 'Yclt'"s were fed normdlldb­
oratory chow (control dieto Zeigler Rodent RQ 22-5. USA) under controlled lighting 
(Iights on from 7:ood.m. ro 7:00 p.m. at 22- 23 o C)and mdted overnightwith proven 
malt'" bret'"ders. The day sperm.ltozO.l were prt'"sent io the vdgindl smedr was desig­
oated dS ddy of conceptioo (ddy O~ Onl y rdt, impregoated withio S days followiog 
introduction ofthefertile mdle wt'"rt'" reuioed in the study. Pregnant r,¡tsweretrdos­
ferred 10 individual acrylic cdges dod dllocdted rdodomly to ooe of two groups: 
fed t'"ither 20% cd,ein (n ~ 20. control diet- C) or 10% Cdsein isocdloric diet (11. 20. 
restricted diet - R) 130). Food dnd waler Wl're available od Ifbltum and chow pro­
vidt'"d io the form offldl biscuits ret~ ined behind d fray grill t hrough which the rdts 
oibbled the food. 

Offspriog delivery occurred io the edrly daylight hours between 9:00 d.m. dnd 
noon on post -conct'"pl ion day 22. which WdS desigodted postnaldl day (PND) o. PUp 
wt'"ight dnd morphometric p.lrameters w ere recorded dt birth.Ano"genitdl distance 
was medsured with c.l lipers dod expressed ,¡s ano-geoitdl distdncelbody weight 
dS previously reponed 129- 34). Usiog our pr!'Viously published datd [ll). >ex was 
judged dccordi ng to whether tht'" doo-genildl distanct'" was «femalt'" ) or >than (mdle) 
2.s mm. To eosure homogent'"ity of study subjects.liners of over 14 pups. or It'"ss Ihan 
lO pups. were not included in the study.litters were adjusted to lO pups for t'"dch 
ddm while mdiotainiog as dose to,¡ 1: 1 sex rdtio dS p05sible. Morphometric mt'"d­
.urementswere performed on tht'"litterspriorto(ulling them to lO. Fortht'"ldctation 
period 4 groupswere estdblished: Ce. RR. CR.dnd RC (first letterdiel rect'"ived duriog 
pregnaocy dnd secood lellt'"r mdterl1.ll dit'"1 duriog IdCtdtioo) resulting io 8 aoimals 
from different litters per group (8 edctl of malt'" CC, RR. CR dod RC offspriog~ Afier 
wt'"doing (PND 21 ~ dll pups were fed the C diet and housed 4 offspring io the Sdmt'" 
trt'"atment group per cage. Twoweeks priorto behavioral testiog (PND 75 )dnd duriog 
¡he behdvioral experiments. subjects were maillldined on d reverse 12 h lightlddrk 
cycle (Iight.l off dt 7 d.m. dnd on dt 7 p.m.). Bt'"haviordl dssessment.l occurred during 
the ddrk phdse on PNDs 90-95. The EPM WdS admioistert'"d first followed by the 
open field tt'"st 00 the oext ddY. 

22. Elevared pllls mOle 

Eight unrelated lIdiVe subjects per tredtmem group were tested. The EPM was 
constructt'"d of ddrk grey pldStic situdted 64 cm dOOVt'" the floor. It consisted of two 
unprotecled arms (open drmsl fdcing edch other. and two arms protected by high 
grey wdlls (closed drms). The four drms (4Scm x 10cm edch) t'"xtended rrom d com­
mon ct'"otrdl pl,¡ tform ( 10cm x 10cm ). The light level WdS 30lux in the opendrms 
dod 61ux in tht'" closed Mms. The rat"s position 00 Ihe mdZt'" WdS recordt'"d via a 
vidt'"ocamera mouoted 00 tht'" ct'"ilingdoove the centeroflht'" mal t'". The Cdmerd was 

coooected to a video tracking mOlioo aOdlysis syslt'"m (Ethovisioo. Noldus Informd­
tion Technology byWageniogen. Tht'" Netherlands) ruoniog 00 a persooal computer. 
To sun tht'" session. t'"ach rdt WdS placed individually into tht'" ceoter of the mal e 
faciog all open armo After lOmio of EPM exploratioo. the rat was returned to its 
home cdge dnd the EPM was cledoed with 70% ethanol. An t'"xperimentt'"r n.JiVt' to 
tredtment group oftht'" subject being tel1ed manually scored the number of en tries 
into the predefioed lOnes of tht'" opeo aod closed amlS. whilt'" the Elhovision sys· 
tem monitored the distaoce moved and the timt'" spent in tht'" different zones. Ao 
drm entry was scored ooly if the rat"s center of grdvity t'"otered ioto tht'" drm. The 
dnimals were tested in a raodomi zed sequence based on eMly life dieta!)' ma nipula­
tion. Wt'" excluded anim~ ls that fell offtht'" EPM during testiog (2 from the RC group 
dnd 1 from tht'" RR) ~ nd substitutt'"d that dnimal with anotht'"r mdle from the s.Jme 
liner. 

2.3. Openftrld 

The same animals studied io the EPM were t'"valuated the next ddy in a GO-mio 
open field test. The open field. made of dark grey Plexiglas. coosisted of a four square 
drena ( 101 cm x 101 cm dnd 14cm high)whichwaslocdtt'"d inant'"xperimt'"nldl room 
iIIumioated by low light { 12Iux ~ A video camera WdS mouoted aOOve the arel1.l 
roooected to a monitor and d video tracking motion analysis system (Ethovisioo. 
Noldus Informatioo Technology by. Wageningt'"o. Tht'" Netherlands) to record the 
locomoto r activity of the rats in the t'"mire a reoa (total d istaoct'" medSU red io mt'"lers l. 
A vinual squdrecenterwdsdefint'"d in tht'"open field arenddnd thelocomotor dctivity 
ofthe rd t s inside thi. zooe was medsured. Edch rdt WdS pldced individu.llly ioto the 
(('Oler of the open field drel1.l dnd subjects of edch group wert'" testt'"d equdlly io 
dll open field app.¡rdtuses. Followiog t'"dch session dll looes were cledned with 7en:. 
ethanol. 

2.4. /mmobllflatlon and cortlrostrrone ml'ilSlIremrnt 

following tht'"opeo field test but prior to immobilizatioolcorticosterone dssess­
ment. progressive ratio .essions commenced 00 PND 96 10 dSSes. motivation 
(fiodiogs to be reponed t'"lsewht'"re l during which the subjects wert'" water rt'"Stricted. 
Subjects wert'" returned toad !lbflllm water followiog thdl tdsk. Std n i ng ,¡ t 12:00 h 00 
PND 220. d blood sdmple WdS tdkt'"n from the tdil veio to determioe lime O conieos· 
terone serum l!'Vels. Animdls were then immobilÍled for 20 min dnd blood sdmples 
obt~ int'"d dt 20. 40. 80. dod 120min. Blood sdmplt'"s wt'"re ceotrifuged dt 4 ' C for 
ISlllin dt lSOOrpm to remove red blood cell'dod serum stored dt - 20 ' C umil dll 
sdmples were al1.llyzed. Conicosterone serum It'"vels wert'" dt'"terminate by rddioim ­
munO.lssay usiog commercial rat kits. DPC Coat -a-count {TKRCl ) from Didgnost ic 
Produ("\s (Los Aogeles . CA. USA~ Intra- and inter-.lssay varidbility were <6 dod <n:o 
The kit WdS used in dccorddnce with manufacturer·s iostructions dod samplt'"s were 
me~surl'"d in duplicdte. 

2.5. Sta!1stlcalonalyses 

AII ddta dre prest'oted dS mt'"dn ± SEM. dlpha level WdS se t dt 0.05. Difft'"rt'"oct'"s 
in body weight aod morphometric medsurt'"ments dt binh were catculdted by t­
test. Body weight dt ddult age was performed by one-way ANOVA Behdviordl 
endpoints dnd conicosteront'" drea under the curve were dl1.llyzed by one-wdy 
ANOVA with post hoc dn.Jlyses using Tukey"s (SigmdStdl 3.5). Conicostt'"font'" It'"v­
els dCroSS time points dnd betwet'"o treatmelll groups wt'"rt'" comp.¡red by using 
2-way repeated me~sures ANOVA followed by Bonferroni post hoc tt'"sts (GraphPad 
Prism S.O~ 

3. Res ults 

3. J. Offspring morp/lOmerrics 

Of the forty dams utiJ ized in this snrdy, 4 dams were el iminated 
from each ofthe e and R groups forva rioLls fa ctors. Additionally, we 
have previously reported differences in the amount af food intake 
in dams ar \O days lactation [291 and no differences in prewean­
ing offspring [35 ]. so food and water intake were not measLlred 
in this study. Table 1 sho\oVS morphomerric analysis of offsprin g at 
birth. Body weighr of pups born to R dams was lower rhan rhat 
of pups from dams fed the e diet. Ano-genital di stance relative to 
body weight was increased by 7% in rhe R offspring. No changes 
were observed in o ther parameters at birth. As adults when oper­
ant assessments began (PND 90 ), the CR offsprin g body weight was 
lower than that of ce and Re offsprin g whiJe RR offspring did not 
differ from any of the other grau p. (Table 1). 
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Fig. 1. EI¡>Vdted Dlu~ ITIdZt" compdri'iOns. (A) Disunce traveled shows no differenc.- betv.'een groUp5. (8) Open arm enlri!'s reveal {he CR and Re madt' more l'ntries [han the 
ce group. (e) Open arm time shows ¡he RR,CR and RC ofrspring spent more time in eh" open lrm ascompared 10 [he ce ottspring. (D) Open arm distanc ... shows ¡he Re group 
traveled more in the open lrm as compared lO [he ce group w;rh no differenU"s in tht" RR dnd CR offspring. Groups nOl sh.Jring d lener are statistically difft"rem. p< 0.05. 
Mean ±SEM. n. 8 offspring from different liners. 

T,lb le 1 
Pup weight and birth morphometrics from offspring born to dams fed the control 
(20% casein) or restricted ( 1 O?: casein) diet during prl'gnancy and adulr weighrs (PND 
90) from ce. RR, eR and RC offspring are shown. 'denotes differern from control: 
groups nor sharing a lener are Sfdristically different. p<0.05. Mean ± SEM; n- S. rhe 
number oflitters [rom which subjecrs were obtained. 

Newbom offspring Control (n - S) Restricted (n - S) 

Weight (g) 5.8 ± 0.07 5.2 ± 0.01 ' 
Length (mm) 4.6 ± 0.03 4.5 ± 0.05 
Ano-genildl distance (mm) 3A ± 0.1O 3.2 ± 0.02 
Ano-genita I distance (mm/g) 0.58 ± 0.01 0.62 ± 0.01' 
Head diameter (mm) IIA ± 0.02 11.4 ± 0.02 
Alxlominal diameter (mm) 12.2 ± 0.03 12.2 ± 0.03 
Head:alxlominal ratio 0.93 ± 0.01 0.93 ± 0.01 

Adult Offspring ce " " " 
Bodyweighr (g) 330 ± 13a 29S ± 13ab 2S1 ± 6b 340 ± 7a 

3.2. Elevated plus muze 

EJevated plus maze eomparisons for total d istance traveled 
revealed no differences !>etween groups IF(JJ1 )-1.l 7. p - 0.34. 
Fig. lA]. Comparisons for open arm entries showed the CR and RC 
offspring madI.' more op .. n arm enreies compared ro theCC offspring 
but not RR ]F(J.35)-4.54. p< 0.05, Fig, lB]. RR, CR and RC offspring 
spent .'In i ncreased amount ofti me in the open arms compared with 
the ce offspring IF(3.35) - 7.45. p< 0.05. Fig. 1 CJ. Re offspring showed 

TaIJ I ~2 

inereased open arm distanee traveled eompared with CC offspring 
but nor RR and CR IF(JJ5) -3.08, p<0.05, Fig. 1 DI , 

3.3. Open fie/d 

Table 2 shows the comparisons in the open field behavioral 
endpoints. An overall effeet of pre- and/or postnatal diet in off­
spring was determined for num!>er of entries into the eenter zone 
I F(J.3s) - 3.69, P < 0.05 1, with a post hoc borderline effeet (p - 0.07) 
in the RR offsprin g making less entries than the ce with no differ­
enees in the CR and RC grollps. Comparisons for time spC'nt in the 
eenter or border zones, distanee traversed in eenter zone or border 
zone and to ral disranee showed no differenees between grou ps. 

3.4. ImmobiHzation and eortioosterone leve/s 

TIlere was an overall effeet of group (F(J.20) - 4.08, P < 0.05 ) and 
time (F(4.20 ) - 20.93, p< 0.000 1 ) on serutll corticosterone levels bllt 
no i nteraction (F(12.SO - 1.79. P - 0.06) between va riables (Fi g. 2A). 
Fi g. 2A represents average corticosterone serUI11 leve ls at O, 20, 40, 
80 and 120 min time points during physical restraint (immobiliza­
tion) in the CC, RR. eR and RC offspring. lncreases in corticosterone 
were observed in the Ce. RR and RC groups at 20 min ; in .111 groups 
at 40 min; in the ce, CR and RC groups at 80 min; and in t he ce 
and e R offspring at 120 mino Fig. 2B shows corticosterone area 
under the curve (AUC) for the enti re duration of behavioral assess­
mento RR offspring displ.lyed an overall increased corticosterone 

Open tleld test COmp.lri50ns. An overall effecr of perinaral diet wa, determined for number of center lOne entries (p< 0.05) post hoc comp.lriwns showed rhe RR offspring 
entered the cerner lOne marginally less th.an the ce offspring (j. p - 0.07 ). Mean ± SEM : n - S offspring from differt'nt lirters. 

Number entries Time center Time border Distance center Di5tance border Toral Dislance 
center zone lOne (s) lOne (s) zone (m) lOne(m) [m) 

ce 35.8 ± 6.6 124.6 ± 25.2 3475.4 ± 25.1 14.1 ± 2.4 114.5 ± 10.3 128.7 ± 9 

'" 17.6 ± 4.2j 116.7 ± 33.0 3483.3 ± 33.0 9.4 ± 2.4 72.5 ± 12.3 82.0 ± 11 

" 34.4±5.1 127.7 ± 17.0 3472.3 ± 17.0 13.4 ± 2.4 74.6 ± 10.8 SS.I ±l 1.2 

" 19.2 ± 3.6 141.0 ± 59.2 3459.0 ± 59.2 7.2 ± 1.7 76.2 ± 16.0 S3.5 ± 15.4 
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Fig. 2. Immobilization and cort icosterone medsurement at PND 220. (Al An overall efreet of perinatdl die! on corticosterone levels was determined between groups during 
immobili zat ion alld differellces w it hin groups dre shown across t ime: • indicates w ithin group differences from t ime O. p <0.05. (B) Ared under t he curve (AUC) analysis 
indicdtes t ha t RR offSpring had increa5ed corticosterone production compared to CC offspring during t he immobilization test. Croups nor sharing a len er are sta tist ically 
di fferen t. p< 0.05. Mean ± SEM, n - 8 offspring from differen t lin ers. 

AUC compared with CC offspring (p< 0.05 ), while the CR and Re 
offspring had i ntermediate values that did not reach significance. 

4. Discussion 

TIle goal of these studies was ro assess anxiety/stress and 
exploratory/locomotor behavior in mdle offspring deli vered by 
dams fed a reduced protein dier in rwo specific windows of 
offspring development: pregnancy and lactation. Morphomet­
ric effects due to maternal protein restri ction (50% reduced ) 
were dete rmined in offspring, such as reduced birrh weights and 
increased ano-genital distance, demonstrating the negative effects 
of decrease in prote in intake during pregnancy on fetdl maturarion. 
Many studies have reported different effects of maternal protein 
restriction on birth weighr including a decrease [33,36-40], no 
change [29.4 1 [ or incredse [42] which mdy be dttributed to the 
level of protein restriction and/or carbohydrate compensarion in 
an isocaloric diet. Our birrh weighr results are consisrent wirh our­
comes reponed in models of intra-uterine growth restrinion dnd 
fetal programming [43 [. In dddition, incredses in the dno-genitdJ 
distance of offspring born to protein restrictt"d dams replicates 
our previous srudies [34]. We have .lIso reported a concomitdnt 
increase ofthe ano-geni tal disrance in protein resrricted offspring 
and elevatt"d maternal dndrogen levels dt term [29[. Maternal 
steroids can cross the pldcenta, dnd sllch exposure to transpldcen­
tally acquired androgens in fetallife can increase the ano-genital 
dist.lllce [44]. Effects of .lndrogenic steroids on fet.ll development 
could have a role in the observed bt"haviordl findings since human 
studies report impairment of spatiallearning ability dnd emotional 
reactiviry abnormalities in offspring exposed to excess levels of 
androgens in mero [45.46]. 

Behavioral observations in the EPM reveaJed differences in 
dpproach/avoidance behavior: the CR and RC offspri ng 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 
Re offspring traveled more in the open arms. Taken together, rhese 
pre- and/or postnatal protein resrricted offspring show increased 
approach and less avoidance behavior ( Iess anxiety) and thus 
exhibited disinhibition of avoidance as compared to controls. The 
results demonstrare the negdrive effen of reduct"d protein dur­
ing pregnancy and/or Idctation in male rats during risk dssessment 
behaviors in the EPM dnd art" supported by previous findings in 
rats of the same age subsequent to exposllre to a greater degree 
of protein resrriction during development [18-2 1]. The increased 
explordtory behavior in the RR, CR and RC groups in the EPM is 

unlikely due ro increased food seeking since no differences were 
observed during a free sucrose consumption test [34]. 

In the open field test the pre- and posmatal protein restricted 
offspring (RR) showed a marginal decrease in the number of center 
zone entries: less than half rhe 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 immobilizarion 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, alrhough no attempts ro detect corticosrerone levels 
were implemented during evaluarion of that behavior. The lack of 
effect in rhe CR and RC groups is in agreement with results obtained 
with similardevelopmental programming paradigms [25,26]. Si m­
ilarly oLlr findings of increased anxiety in the RR offspring are 
suppolted by others [22-24,27]. TIlese inconsistent behavioral 
responses of the experimental groups in the two anxiety/srress 
based tests were not unexpected. Studies have shown srress·based 
tests that rely on unconditioned responses, such as in the rwo tests 
used here, assess different aspects of affect and that emotional 
reactivity is multidimensional [47- 50[. A recenr review states that 
rhe EPM. open field appararus and the light/dark box tests should 
be administered concomitantly to more adequately assess anxi­
ety/stress since time andlor sequence of test adminisrration and 
orher factors can influence outcomes [47[. One poremial effect of 
testing sequentiaJly across days is that rhis leads ro reduction in 
observed effects with e.1(h subsequent test, in rhis C.lse the open 
field. This appears to be a likely explanarion for the CR and RC 
offspring behavior. When rats were administered the open field 
rest they were no longer test naive, since they had previously 
been exposed to the EPM appar atus [49].Alternatively, inconsistent 
results obtained across tests may be due to consrruct differences 
berween tests or to unconrrolled, imra-individual fluctuarions in 
behavior [47[. 

Mechanistically one might hypothesize that adequare availabiJ­
ity of protein components required during normal neurodeveJop­
ment resulted in persistent dysfunction ofthe limbic system at rhe 
time of testing [2.4.7 ,8]. The effects of perinatal protei n restriction 
on brain development have been reported in rats and swine. In 
most cases protein was resrricted by roughly two-thirds of control 
diet during gestation and Idctation [5 1,52] or onJy during preg­
nancy [53] or lactation [54,55[. Those studies in general show brain 
sparing in terms of weight. However, another stLIdy demonstrates 
reduced brain weight dnd volume in rat offspring delivered from 
dams adminis tered an 8% cdsein diet during pregnancy or Idcta t ion 
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154]. As adults tllose o ffspring displayed partial recovery of neu­
ral ce ll density w ith rhe RC offsp ring showing permanent residual 
d efi c iency versus the CR offspring implicating the prenatal period 
<lS a more critical neurodevelopmental ti me window. Rece ntly, we 
have shown that prore in restriction during ges tatio n s ig nifica ntly 
decreases delivery lO the feru s of essential fatty acids and lipid s 
required for normal brain developmenr in rar ]56]. Th is deficiency 
in brain fatty acid conte nt cou ld affect important brain regions 
involved in approachlrisk <lssessment behavior in the experimen­
ra l offspring resu lting in disinhibited behavior specific to rhe EPM. 
However, rhe porentiaJly divergent mechanis ms that are responsi­

ble fo r the different ou rcomes in the two bellavioral t est s re main 
ro be establi shed. 

Human and animal stlldies show tllat early exposLl re to global 
lInde r nutrition during the perinatal period is ofte n associ.Hed w ith 
a ltered hypothalamic pituitary adre nal (HPA) axis flln cti on in late r 
life ]57,58]. In rodents, maternal under IlLlrrition blunts HPA axis 
fun ction in fetu ses, induces small changes in you ng <ldults ,1Ild is 
frequently associated w ith c hronic hyperactivity o f rh e neu roe n­
d ocrine axis in o lde r adults ]57,59-6 1]. However, increased basal 
corticosterone conce ntrations have bee n measllred in pre- and 
posmatal food restr icted weaned and adulr rats ]59,62], which is 
in agreement with OLlJ" current findings. Those stud ies i ndicate that 
developmental programming of rhe HPA axis by feta l and early 
postnatal lInder nutrition ca n result in persistent impairment of 
feedback ]63J. ln thi s reportwe measll red an increase in postnatal 
corticosterone during immobilization in RR offspring w ith inte r­
mediate corti costerone levels in the RC and CR offspring relative lO 
Ce. These resll lts suggest pre- and postnatal protein restrict io n in 
combination can have a negarive effect on HPA axis fLln ction dur­
ing physical resrraint. Tllis observation is in agreement with reports 
showing increased co rticosterone or adrenocorticotl·opic hormone 
leve ls foJlow ing dehydration stress in pre- and postnaral nutrie nt 
restricted offspring ]59,62]. Developme ntal programming o f the 
HPA axis seem s a like ly co ntribulOr to the behavio ral and physi­
ological observa tio ns reported here since dysreglllatio n of the HPA 
ax is occu rs in response to perinaral prote in restri ction. Ar 2 days 
postnatal age offspri ng co rticost erone leve ls are decre<lsed, poren­
r ially due to the inhibition by high levels of ste ro id pass i ng from the 
Illorher in the miJk ]33]. After weaning thi s mate rnal influe nce is 
re moved and by 220 days H PA activity was inc reased in rhe present 
srudy. 

In conclll sio n, huma n sr udies have s hown negative effects o n 
numerolls developmental parameters such as affec t, lea rning, 
inte ll ect, neuromotor and behavioral development in offspring 
following perinaral ma lnutrition ]9- 16,64J. Our results s how rhat 
p rotein restrictio n during rhe pre- and postnatal periods (RR), post­
natal period a lo ne (CR) or prenatal period alone (RC) disinhibits 
r isk assessment in molle o ffsp ring i n the EPM. However, in tlle open 
field appararus only rhe RR offspring s howed increased avoidance, 
which could be re lated ro the inc reased co rticosterone levels 
observcd during rcstra inr tcsting. Additionally, during immobi­
Iiza tion the CR alld RC offspring had inrermediate co rticoste rone 
levels demonsrrating thar protein insuffi c iency during e ither pre­
or postnatal periods ca n have unwanted effe ct s on post naral HPA 
.axis fun ctio n. The behavioral outcom es indicate the complexity 
of emotional reactivity assessment and rhe multidime ns io nal 
nature of emorionaliry as evident from the differing resulrs in 
r he EPM and open fi e ld apparatus. The reduced protein in rhe 
RR offspring exace rbated anx iety in the ope n fie ld , bLl t fa cilitated 
less avoidance in the EPM, w he reas rhe CR and RC o ffsp ring o nly 
s howed less avo idance in the EPM and no e ffects in the open fi e ld. 
The behavioral outcomes observed in male offspring in anxiety 
a nd exploratory based behav io r show d iet specifi c effects poren­
r ially due to the insufficient protein (essential amino aci ds) or fatty 
acids/ lipids available during critical windows o fbrain development 

and effects on HPA axis activity. Hormonal responses in both dams 
a nd ferus mu sr .lIso be co ns idered as regulatory factors rogetller 
a nd separately with the protein effects. These differences c learly 
reflect impairme nrs in affect with o nly the RR offspring exhibiti llg 
obvious concomitant HPA axis abllormality. Furthe r srudies of 
discrete brain areas, especia lly neuro ns and s llp port cells of t he 
limbic system, and HPA axis are Ilecessa ry to determine the 
mechanis llls of insuffi cie ncy protein dll ring development. 

Role offulldingsou rce 

TIlis work W.1S partially sllpported by Co nsejo Nacional de Cien­
cia y Tecno logía (CONACyT - 48839) México a nd tlle NIH HD2 1350. 
Funding sources had no role in the stlldy design, collectio n, an.al­
yses, inte rpretati on o f data, o r the preparation and subm ission of 
thi s reporto 

Disclosure 

TIlis work is o ri ginal findin gs rhar have nor been sub mitted Ilor 
are being c.onsidered for publicarion in any o the r journal. 

ConHict of inte rcst 

TIlere is no confli ct of inre resr ro d ecla re fo r .111 authors. 

Ackllowlcdgclllents 

LA. Reyes-Castro and GL Rodriguez-Gonzál ez are graduare 
stude nts f rom Doctorado en Ciencias Bio médicas, FacuJtad de 
Med icin.l, Univers idad Nacion.ll Autónoma de Méx ico and are 
recipients of CONACyTfe llowsh ip. 

References 

JI] Wamer MJ, Olanne SE. Mechanisms involved in Ihe developmental program­
ming of adullhood disease. BiochemJ 2010:427(3):333- 47. 

[2] Morg.¡ne PJ. Auslin· LlFrdnce R. Brolll ino J. Tonkiss j. Diaz-Cintra S. Cintrd L, 
et al. Prt'f\ltal malnutrition and development oflhe brain. Neu rosci Biobehdv 
Rev 1993: 17(1 ):91- 128. 

[3] Morg.¡ne P. Galler J. Mokler D. A review of syslems and networks aflhe limbic 
forebrainllimbic midbrain. Prog Neuromol 200S:75.(2):143- 60. 

J4] Listerj. 81a1tG. DeBassioW. KemperT. Tonkiss J. Galler J.e! al. Effect ofprendtdl 
prolein mdlnutrition on numbers of neurons in Ihe principal celllayers of che 
adult ra t hippoc,¡mp.¡1 fomlalion. Hippocampus 2005:15.(3):393-403. 

J5] Morg.¡ne P. Mokler D. Galler J. Effects of pren,¡lal prolein malnutrition on che 
hippocdmp.¡1 formdlion. Neurosci Biobeh¡¡v Rev 2002:26(4):471 - 83. 

J6] Rosene D. Lister J. Schwagerl A. Tonkiss j. McCormick C. Galler J. Pref\ltal pro­
te in malnutrition in rats alters the c-Fos response of neurons in the anterior 
cinguldce and medial prefrontal region to behaviordl stress. Nutr Neurosci 
2004:7( 5- 6):281 - 9. 

P] Lister J, Tonkiss j. BId![ G, Kemper T. DeB.lssio W. Galler J, e! al. Asymmelly 
af neuron numbers in Ihe hippocamp.11 formalion of prenatdlly malnour· 
ished and normally nourished rdlS: d slereological investig.¡tion. Hippocampus 
2006: 16{ 11 ):946- '>8. 

J8] Bedi K. Nutrit iol1.ll effects on neuron numbers. Nutr Neurosci 2003 :6(3): 
141 - 52. 

J9] G<llIer JR, R..Jmsey F. Solimano G. I.owell WE, Mason E. The influence of edfly 
malnulrilian on subs~uent behavioral development. 1. Oegree of imPdir­
ment in intellectual performance.) Am Acad Child Psychially 1983:22(1): 
8- 15. 

JlO] G<llIer JR. R..Jmsey F. Solimano G. The in fluence of ea rly malnutrilion on 
subsequent belravioral development JlI. l.earning disabililies as a sequel 10 
malnutrilion. Pediatr Res 1984: 18(4):309- 13. 

[11] Galler JIt R..Jm>eyF.SolimanoG, Kucharski LT. Ha rriwll R. The influence ofearly 
malnutrition on sub>equent behavioral development. IV. Soft neurologic signs. 
Pedialr Res 1984: 18(9):826-32. 

J 1 2] G<llIer JIt R.lm>ey F. Solimano G. A follow-up nudy of the effero of early malnu­
trition on subsequent development.ll. Fine mOlorskills in adolescence. Pedia tr 
Res 1985:19(6):524- 7. 

Jn] G<llIer JR. R.lmsey Fe. Forde V, S.1II P. Arder E. I.ong-Ierm effeCls of early 
kwashiorkor compare<! with marasmus. 11. Intellectual performance.) Pediatr 
Gastroenlerol Nutr 1987 :6(6):847- 54. 



177

LA. Reyes -CaslTo re 01. / Behavloura! Bralrl Reseorrh 227 (2012) 324- 129 '" 
)14) Caller JR. Rdmsey fC. S.Jlt P. Archer E. Long-term t'"fft'"cts of early kwa~hiorkor 

comp.¡red with marasmus. 111. Fint'" motor skills. J Pedian Gastroemerol Nun 
1987:6(6):855- 9. 

)1 S) Caller JR. Ramsey f e. Morley DS. Archer E. Salt P. The long- term effectsof early 
kwashiorkor compared with marasmus. IV. Performanet'" on the national high 
school t'"ntrdnce ex.amination. Pediatr Res 1990:28(3 ):235- 9. 

)lfi) SI/-in An. P;p,i~ FH. Vp"il" r.HW. SII"I" FS. I "ml'y t.H . MM",,,",I I'xflO""'1' lo 
tht'" Duteh famint'" before conception and during prt'"gn.1nry: qualify of life and 
dt'"prt'"5sive symptoms in adult offspring. Epidt'"miology 2009:20(6):909- 15. 

)17) Coupe B. DutriN-easteloot 1. Breton e. lt'"ft'"vre F. Mairesse j. Vickes-eoopman 
A et al. Perinatal undernutrition mOOities cell prolift'"ration and brain -dt'"rived 
nt'"urotrophic factor It'"vels during critical time-windows for hypothalamic and 
hippocamp.¡1 devt'"lopment in tht'" malt'" ral. J Neuroendocrinol 2009:21(1): 
40-8. 

)18) da Silva Hernandl'S A Fran\olin -Silva AL Val.1ddres CT. Fukuda MTH. Almeida 
SS. Effects of difft'"rt'"111 malnutrition techniques on tht'" behavior of rats tested 
in tht'" t'"levated T-maze. Hehav Brain Rt'"s 2005: 162(2):240-5. 

)19) Almeida SS. de Oliveira LM, Graeff FG. Earl y lift'" prott'"in malnutri t ion changl'S 
exploration of the elevated plus-maze and reaetivity to anxiolytics. Psy­
ehoph.1rmacology (Herl) 1991: 103(4):513- 8. 

)20) Almeida SS.Garcia RA.de Oliveira LM. Effectsoft'"Mly protein malnutrition and 
repeated tt'"sting upon locomotor and exploratory behaviors in tht'" elevated 
plus-male. PhysioJ Hehav 1993:54(4):749- 52. 

)21) Almeida S, Tonkiss J.Galler J. Prenatal protein malnutrition affeets t'"xploratory 
behavior of ft'"male rats in the ell'Vatl"d plus-mazt'" test. Physiol Hehav 
1996:60(2 ):67 5- 80. 

)22) WatkinsA WilkinsA Cunningham C, PerryV.Seet M, Osmond C, et al. Low pro­
tein diet fed exclusively during mouse oocytt'" matuwion leads to behavioural 
and cardiovascular abnormalities in off.pring. J Physiol 2008 :586(8): 
2231 - 44. 

)23) Tl"lctnska M, Tonkiss J. Galler J. Influence o f prenal.ll prott'"in malnutri t ion on 
behavioral reactivity to stress in adult rats. Stress 1999:3( 1 ):71 - 83. 

)24) Callo PV. Physiologic.1l and behavioral ronsequt'"nU"s of maternal 
dnd post -weaning prott'"in restriction. Physiol Hehav 1981 :26(1): 
77 - 84. 

)25) Wit'"ner SC, Robinson L. l.I'Vint'" S. Influence of perinaldl maJnutrition 
on adult physiologieal dnd behavioral rt'"activity in ms. Physiol Hehav 
1983:30(1 ):41 - 50. 

)26) Nolan LA, Hart Ej. Windle Rj. Wood SA Hu XW, lt'"vi AJ. et al. Llckofeffect of 
protein dt'"privation- induced intrauterint'" gl'O'fflh retardation on behavior and 
corticosteront'" and growrh hormone secretion in adul t male rats: a long- term 
follow-up study. Endocrinology 2001 : 142(7):299&- 3005. 

)27) lt'"vay E. Paolini A Govic A. Hazi A Penmanj. Kent S. Anxit'"ty- like bt'"haviour in 
adult rats perinatally exposed to maternal calori e restriction. Hehav Brain RI'S 
2008: 191(2): 164- 72. 

)28) Kursmark M, Weitzman M. ReU"nt tindings conU"rning ehildhood food inseeu­
rity. eurrOpin Clin Nutr Metab Cdre 2009: 12(3):310- 6. 

)29) Z.1mbrano E, ROOriguez-Conzalez C.Guzm.ln e. Garcia -Bect'"rr.l R. Boeck L. Diaz 
L et al. A matt'"rnallow protein diN during pregnanry and lactation in tht'" rat 
impairs male reproductivt'" development. J PhysioI2005:563(PI 1):275- 84. 

)30) Zambrano E, Martinez -Samayoa P. Bautista C, Deas M, Guillen L. ROOriguez ­
Conza lez G. el a l. Sex differenees i n transge nt'"rational alter ations of growth a nd 
metaoolism in progt'"ny (F2) of female offspring (Fl) of rats fed a low protein 
dit'"t during pregnanry and lactation. J PhysioI2005:566(PI 1 ):225-36. 

)31) Zambrano E. Bautista C. Deas M. Martinez-S.JmayoJ P. GOlllalN-Zamorano M 
lt'"desma H. et al. A low matt'"rnal protein diN during pregnanry and lactation 
ha~ sex - and window of exposure-specitic effects on offspring gl'O'fflh and food 
intakt'". glucost'" metaoolism and serum leptin in the ral. J Physiol 2006:571 (PI 
1):221 - 30. 

)n) Craham S. Gandelman R. The exprt'"ssion of ano-gt'"nital distanU" data in the 
mouse. Physiol Hehav 1986:36(1): 103- 4. 

)331 Cuzman e, Cabrera R. C.1rdt'"nas M. La rrea F. Nathaniels,z P.Zambrano E. Protein 
restriction during fNal and neonatal dl'VeJoplTIt'"nt in th.e rat alters reprOOuc­
t,ve runCllon amI dccelerates reproduet,ve age,ng '" remale progeny. J Ph.ys,ol 
2006:572(PI1):97- 108. 

)14) Rt'"yes-Castro LA ROOrigut'"z JS. ROOríguez - Gonz.ílez GL Wimmt'"r RD. MeDon­
.lId Tj. Larl'l'd F, et al. Pre- andlor posmatal protein remiction in rats imp.¡irs 
learning and motivation in male offspring. Int J DI'V Neurosci 2010:29(2): 
177- 82. 

)35) Bautista C, Boeck L. Llrrea F. Nathaniels,z P. Zambrano E. Efft'"cts of a maternal 
Jow protein isocaloric diet on milk leplin and progt'"ny serum leptin concen­
tration and appt'"ti t ive l>ehavior in the tirst 21 days of neonatallife in the ral 
Pediatr Res 2008:63(4): 3 58- 63. 

)l6) Llngley-Evans S. Critkal diffel'l'nces l>etween two low protein diet proto­
cols in tht'" programlTIing of hypertension in the rato Int J foOO Sci Nutr 
2000:51(1 ):11 - 7. 

)17) Llngley SC,Jackson AA. Increast'd systolic bJoOO pressure in adult rats induced 
by fetal t'"xposure to matt'"rtloll low prott'"in diNS. Clin Sci 1994:86(2 ):217- 22 
(discussion 121). 

)38) Vickers MH. Reddy S, Ikenasio DA. Breier BH. Dysreguldtion ofthe adipoinsular 
axis-a mt'"chanism for tht'" pathogenesis of hyperlt'"ptinemia and adipogt'"nic 

dial>etl'S induct'"d by fNal programming. J Endocrinol 2001 170(2):323-
n. 

)39) Holemans K Cerl>er R. Meurrens K. De Cf , Poston L. Van Assche F. Matt'"rnal 
food restriction in the seeond half of pregnancy affects vascular function but 
not lJIoOO pressure ofrat femalt'" offspring. Br J Nutr 1999:81 (1 ):73- 9. 

)40) Galler J. Tonkiss J. Prt'"natal protein malnutrition and maternal l>ehavior in 
Sfl'~E"I'-ruwll'y r~"- J N"rr t<t<t1: 1 )t(~ ):7fi)_ <t 

)41) Langley se. Brow ne RF. Jackson AA. Altered glucose tolt'"ranU" in rat. exposed 
to maternal low prott'"in diNS in utero. Comp Biochem Physiol PhysioJ 
1994: 109(2):223-9. 

)42) Langley-Evans S. Gard ner D. Jackson A. Association of disproporlionatt'" growrh 
of fetal rats in latt'" gesution with raised systolk bloOO prt'"ssure in latt'"r life. J 
Reprod Fenil 1996: 106(2):307- 12. 

)43) Vuguin PM.Animal modt'"ls for small forgt'"stational ageand fetal programming 
of adult disease. Horm Rt'"s 2007:68(3): 113- 23. 

)44) Hotchki>sAK. Llmbright CS. Ostby JS, Parks-S.J Idutti L Vandenl>ergh JC. Cray LE. 
Prenata I testosteront'" ex posure pt'"rmanently masculi nizes anogeni ta l d istanee. 
nipple development. and reproductive tract morphology in ft'"male Sprague­
Dawlt'"y rats. Toxicol Sci 2001:96(2):335-4 5. 

)45) Meyer-Bahlburg HFL. Brain development dnd eognitive. psychosoci.1l. and 
psychiatric functioning in classkal 21 -hydroxylase deticiency. Endon DI'V 
2011 :20:88- 95. 

)46) Puts DA. McD.lnit'"1 MA Jordan eL Breedlove SM. Spatial ability and prena­
tal androgens: mt'"ta -analyses of congenital adrt'"nal hyperplasia and digit ratio 
(2D:4D) studies. Arch Sex Hehav 2008:37( 1): 100- 11. 

)47) Ramos A. Animal models of anxiety: do Ineed mu Itiple tests7Trends Pharmacol 
Sci 2008 :29( 10 ):493- 8. 

)48) RamosA. Mormedt'" P. Stressand emotionality: a multidimensional and gt'"netic 
approach. Nt'"urosci Biol>ehav Rev 1998:22( 1):33- 57. 

)49) Trulla ~ R. Skolnick P. Differences in fear motivated l>ehaviors among inbred 
moust' strains. Psychopharmacology (Herl) 1993: 111(3):323- 31. 

)50) Vendruscolo Lf. Takahashi RN, Briiske GR. Ramos A. Evaluation of the 
anxiolytic -like efft'"et of NKP608. a NK1 -receptor antagonist. in TV>'O ral 
strains that differ in anxiety-rt'"lated behaviors. Psychopharmacology (Herl) 
2003: 170(3):287- 93. 

)51) AtalJah M. B.arl>eau L PelJett P. Metaoolk .1nd development changes in grow­
ing rats oorn to dams restrictt'"d in protein andlor ent'"rgy intakt'". J Nutr 
1977: 107(4):650- 5. 

)52) Forl>es W . Tracy e. Resnick O. Morgane P. Effects of ITIJternal dietary pro­
tein restriction on growth of tht'" brain and lJody in the ral. Brain Res Bull 
1977:2(2): 131 - 5. 

)53) Pond W. Yen j. Yen L Body weight deficit in the allsence of reduction in 
cerebrum weight and nucleic aeid content in progeny of swine restricted 
in protein intake during pregnancy. Proc Soc Exp Biol Mt'"d 1988:188(2): 
117- 21. 

)54) Siassi F, Siassi B. Differemial t'"ffects of protein-calorie restrinion and subse­
quent rt'"pletion on neuronal and nonnt'"uronal components of cerebral cortex 
in newoorn r.1ts.J Nutr 1973 : 103( 11 ~ 1625-33. 

)55) Des.Ji M. Crowt her N. lucasA. Hales C. Organ-selective growth in the offspring 
of prott'"in-restrictt'"d motht'"rs. Br J Nutr 1996:76(4):591- 603. 

)56) Torres N. Bautista (j. Tovar AR. Ordaz C, Rodriguez -Cruz M. oniz V. et al. 
Protein restriction during pregnancy affects maternalliver lipid mt'"taoolism 
and fetalbrain lipid composition in tht'" ral. Am J Physiol Endocrinol Mt'"tab 
2009:298( 2): E270- 277. 

)57) Lesagt'" j. SelJ.Jai N, Leonhardt M , Dutrit'"l-Casteloot 1. Brt'"lon C, Deloof S. 
et al. Perinatal matunal undt'"rnutrition progralTIs tht'" off.pring hypothalamo­
pituitaty- adrenal (HPA) axis. Stress 2006:9(4): 183- 98. 

)58) SchMfer L Miiller-Vi zentini D. Burkhardt T. Rduh M, Ehlert U. Bt'"indt'"r E. 
Blunted stress response in small for gestational agt'" neonates. Pediatr Rt'"s 
2009:6 5(2):231 - 5. 

)59) Sebaai N. lt'"sage J. Brt'"ton e. Vieau D. Deloof S. Perinatal foad dt'"privation 
induces marked alterarions of the hypothalamo-pituitary- adrenal axis in 8-
month-old male rats ooth under 1J.Js.a1 conditions alld after a dehydration 
penod. Neuroendocnnology 2lU4 :1!!(4): ltd- l j. 

)60) Vieau D. Sebaa i N. lt'"onhardt M, Dutrit'"l -Casteloot 1. Molt'"ndi -Coste 0, Laoorie 
C. et al. HPA axis programming by matt'"rnal undernutrition in the malt'" rat 
offspring. Psychoneuroendocrinology 2007 :32(Suppl. ( I )):S 1 &- 20. 

)61 ) Sebaa i N, Les.Jgt'" j. Vieau D. Alaoui A. Dupouy j. Dt'"loof S. Altered con ­
trol of the hypothalamo-pituitaty- adrenal ax is in adult male ws ex posed 
perinatally to food dt'"privation andlor dehydration. Nt'"uroendocrinology 
2002:76(4): 243- 53. 

)62) Lronhardt M, lt'"sage J. Du fourny L Dickes-Coopman A Montt'"1 V, Dupouy 
J. Perinatal maternal food resniction induces alterations in hypothalamo­
pituitary- adrenal axis activity and in plasma cortieosterone -binding globulin 
cap.lcity of w eaning rat pups. Neuroendocrinology 2002:75(1 ):45- 54. 

)63) Chisari A CiovamlJ.Jttista A Perello M. Spinedi E. Imp.lct of matt'"rnal undernu­
trition on hypothala mo-pituitary- adrenal axisd nd adipocyte functions in male 
rat offspring. Endocrint'" 2001: 14(3 ):375-82. 

)64) Gallt'"r JR. Bryce CP. Wal>er D. Hock RS. Exnt'"r N. Eaglestield D, et al. Early child ­
hoOO malnutrition predictsdt'"pressive symptomsat ages 11 - 17.J Child Psychol 
Psychiatry 2010:51(7):789- 98. 



178

M¡,,¡-R .. ,·¡ .. ,,·. ¡ .. JI.-d¡á"a/ C/u",¡.",·, 2012, 1 J, 000-000 

Sex Steroids Regulation of Appetitive Behavior 
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Abstraet : App~til~ is Ihe desire 10 satisfy Ihc nccd 10 consumc food . fdt as hungcr. It is r~gulmed by Ihe balance offood 
illtake and encl'gy cxpcnditure via signals bctwcen thc brain, Ihc digestive ImCI and ¡hc adip05c tisslIc . Mal~~ and fcmal~~ 

vary in¡~nllS of cating bchavior as wel! as Ihc \Vay Ihc body fal is stor~d. Encl'gy balancc aud body fm dislribmion HC pal1 
ofthc scxnal dimOlphism in many manullalian spcci~ s inclnding human bcings. Thesc scx dissimilaritics conld be rdalcd 
10 thc diffcrcnt scx stcroid hormonc profile in cach scx . Gonadal stcroid h011110ues play 3n important role in thc regulalion 
of food illtakc and cucrgy homcostasis. Human cpidcmiological and cxperimental animal studics ha\-c shown Ihal 
cstradiol has a key rolc in Ihc control of food intake and cucrgy balance. ESlrndiol has long been known 10 inhibil fecding 
in animals. Thcrc are impol1ant ch:l1lgcs in food intake pattcllls during thc CStrollS cyclc. with a l'eduetioll of food intakc 
aroulld thc lilllc of ovulmiou. whcn cs¡radiol prcscnts its highesl levds. Mcu havc Icss 10lal fal and more central fat 
distribl11ion which call·ies a lIlllch grcatcr risk fol' mctabolic disorders whilc \\"omen havc mOl'e total fm and morc 
gll11cal/femoral subcutancolls fal disu'iblltion Mell and posul1cnopausal womcn accllmulalc morc fal in Ihc intra­
abdominal dcpot This rcvicw is focuscd on thc mcehanism by \\"hieh scx steroids affeel fecding bchavior and fm 
distribl11ion. 

K""ywol'd s: Gonadal steroid. appeti te. food intake. estradiol. leptin. insulin. 

THE MODU LA TION OF EA TING BY SEX HORMO­
KES 

Appeti te is defined as the desire to satisfy the need to 
consume food. feh as hunger. Appetite exisls in all higher 
life- fol111s and serves lO regulate adequate energy intake to 
maintain metabolic needs. It is regulated by a complex 
physiological system that balances food intake and enel'gy 
expenditure via close communicalion of afferelll and efferent 
signals berween Ihe brain . the digestiye tracl and Ihe adipose 
tissue. 

\Vhen a meal is inges ted . satiety hOllllones cOIllribnte 10 a 
diges tion process and a feeling of fulhless. Central circuils in 
Ihe brain integrate satiety signals and signals of long tenll 
energy status to produce a coordina red response to the 
change in nutritional stahls {l, 2] , 

Body weight is stable when food intake and energy 
expendihlre are in equilibrillm. The hYPolhalamus integrates 
signals from cellfral and peripheral p athways 10 play an 
important role in appetite regulation {3]. and energy 
homeostasis is controlled by the adipose tissue. pancreas. 
and the gastrointestinal lract I1] Ihat regulate central circuits 
in ¡he hYPolhalamus and brain stem 10 produce a negative 01' 
positive effect on energy balance. 

The arcua te nudeus of the hYPolhalamus integrates 
signals by altering Ihe relative aClivity of neurons expressing 
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neuropeptide Y (NPY). Agouti -relared protein (AgRP). 
melanocortin (MSH) and amphetamine-regulated transcript 
(CART). These neuropeptides project to downstream nuclei 
and modulate rhe release of flllther anorectic or orexigenic 
peptides rha! adjust energy intake and expenditure to 
maintain a stable body weight l4]. While rhese s ignals 
depend on circuits in rhe hypothalamus. brain slem. and 
limbic system lo modnlale neuropeptide Idease ami hence 
food intake and energy expenditure l4, 5]. peripheral signa ls 
are driven from adipose tissue (Ieplin and adiponectin). 
pancreas (insul in. pancreatic polypeptide PP and glncagon). 
and gastrointestinal tract (cholecyslokinin CCK . peptide YY. 
glucagon-like peptide- l GLP- l, oxyntomodulin OXM and 
ghrelin). These periphel'al s ignals cross Ihe blood-brain 
banier and act on brain regions such as the hypothalamus 
and brain stem. 

Gonadal steroid hormones. such as androgens. estrogens 
and progestins. are well known fOl" theil' regulation of sexual 
development and reproduclive fUIlctions l6. 7], 

Sex steroid honllones regula te Ihe Hypothalamus­
Pituitmy-Gonadal axis by positive and negative feedback 
actions on receptors at Ihe hypothalamus and pituitary le\'els 
but they also play an important role in diverse biological 
actions (in non-reproductive tissues) non related to their 
reproductive functions lS] , 

Obesity represents an ever increasing epidemic in 
developing and developed counu'ies thal canses adverse 
metabolic problems w ith importan t gender differences in Ihe 
prevalence of these metabolic diseases. These sex 
dissimilarities could be relaled to the d ifferent sex honnone 
profile in men and women. Sex hormones act on regions of 
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the cellfral nervous system iuvolved in the regulation of food 
intake aud energy homeostasis. The expression of sex steroid 
hOll11one recepton such as estrogen and androgen receptors 
has been found in certain neurons of the appetite complexes 
[9]. 

Sex steroid honnones have many actions that affect body 
weight aud adiposity independellf of eating, illcluding effects 
on energy expenditure, gastrointestinal function. metabolism. 
growth and body composition. Th e mechanisms underlying 
these effects and their relations to eating are not ,vell 
understood [8]. 

Human epidemiological and experimental animal smdies 
have shown that esu'adiol has a key role in cOllfrol of food 
inlake and energy balance. In postmenopausal women. when 
estradiol levels are lower iu comparison with a regular 
cycling ",oman. Ihe incidence of obesity increases [ID). and 
in female rats the food intake and body weight increases 
after ovariectomy. Besides the action of estrogens in appetite 
by regulation of honllones from adipose lissue and pancreas 
such as leptin, adiponectin and illsulin. estrogen reduces food 
inlake and body weight acting directly in the hypothalamus 
[ 111· 

HORMONAL PERIPHERAL SIGl\"ALS OF FOOD 
Il\"TAKE 

L"ptin 

Leptín is a 16 kD honnone with 167 aminoacids 
produced and secreted in a variety of tissues. predominantly 
by adipocytes [12). thm regulmes food intake and energy 
expendimre and has many functions related to growth and 
development [12, 13]. One of its major funclions is to act on 
hypothalamic m'cuate neurons to inhibit food intake by 
stimulating secretíon of the anorexogenic neuropeptides 
POMC and CART and thereby inhibits appetitive dri\'e 
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 altemmive mRNA splicing and post­
translational processing [15]. There are !hree c1asses ofOb­
R: long. short and secreted. 

During developmenl leptin plays a major role in 
organizing Ihe detailed interconllectiolls among the various 
hypothalamic nuclei involved in appetite. Se\"eral studies in 
rodents have demonstrated a surge of leptin aroulld postnatal 
days lO 10 14 [16-18). TIlis surge has been con'elated with 
maturation of the central nervous mechanisms that regulate 
appetite in later life. Leptin also appears to playa key role in 
progralllllling the s lruCnll'al and functional development of 
hypothalamic orexigenic aud an orexigenic centers in the 
earIy postnatal period. associated with developmental 
progralllllling of appeti live cenlers and thought to have an 
important role in regulating later life leptin sensitivity. 
Developmental programming is Ihe response to a specific 
challenge in a critical developmental time window that aIters 
Ihe developlllental path with persis tent effects. Several 
studies indicme tha! Ihe timing and trajectOIY ofthe postnatal 
leplin surge in rodents is critical to the de\'elopment of 
obesity in later life [18.19). 

Rami'la n al. 

Circulating levels of leptin cOITelate positively with ¡he 
amount of fm stored [20]. Sel1llll leptin concentrations are 
higher in neonates than adults [21 .22] despite the presence of 
a lower proportion of body fat immediately a[rer birth [22). 
Research accomplished in our lab could filld no proof that 
pup serum leptin inhibits milk appetite during the neonatal 
period, we also fouud evidence that pup ¡¡dipose tissue may 
not be the only neon¡¡tal source ofleptin in pup sel1lm [18). 

Leptin resist¡¡nce is a result of obesity. blll a lack of 
sensitivity lo circulating leptin also contributes to gain body 
far and weight. Leptin role is more important in periods of 
starvation th¡¡n in times of abundance. dming hunger times 
lo\\' leptin leyels affects body weighl while dmillg obesity 
high leptín levels have lower effects in decreasillg body 
weight [4] . 

There is ¡¡ complex inleraction between sex stel'oids and 
leptin effects on body weight. The decrease of female sex 
steroid leyels is linked to a significant illcrease in body 
weight alld food int¡¡ke, which seems 10 be related 10 an 
impainllenl of the central actiolls of leptill [23, 24). 

Different s tudies I¡¡¡ve sho\\'n that sex s teroid honllones 
directly 01' indirectly regul¡¡te leptin production aud secretion 
by adipose cells. Estrogens administration to ovariectomized 
rats decreases food illtake and body weight: it has been 
suggested Ihat Ihis effect is related 10 the ability of estrogens 
10 positive regulare leptin gene expression [24] . 

Various steroid hOllllones regulate leptin mRt'-'A and 
protein expression. In ral 1Il0dels the illfluence of andl'ogenic 
and estrogenic status on Ihe leptin gen e expression has been 
studied in isolated adipocytes. the results ha,"e showll that 
androgens and esU'ogens modulare both in \ 'i\ 'o and ill \'i1rO 

leptin gene expression in variolls white adipose tissues (25). 
Androgens have a negative effect aud in contrast estro gens a 
positive effect on leptin expression. These modulation 
effects are direct. mediated by the adipocyte androgen and 
emogen nuclear reeeptors and affeet the leptin gene 
transcription [25]. 

Insulin 

Insulin is a major metabolic honnone produced by Ihe 
pancreas and it was the firsl adiposity signal 10 be described 
[26]. 

Insulin enters inlo the brain via sanJrable receptor­
mediator uptake across rhe blood brain bmTier at levels 
propottional to circulating ill5ulin concentrations [27] and 
acts as an anorexigenic signal. decreasing food intake and 
body weight. Insulin positively correlated ",ith long-tenn 
energy balance. Insulin secretion illcreases immediately after 
a meal [28] and its concellU'ations in blood depend 011 total 
body fal s torages and distribution. with visceral fat being a 
key determinant [29). 

Insulin s ignaling involves a cascade of events initiated by 
insulin binding to its receptor, Ihe insulin receptor is 
composed of an extracellular u-subunit which binds insulin 
followed by receptot autophosphotylation. and an 
illlracellular !}-subunit which transduces the s ignal aud ha s 
intrinsic tyrosine kinase activity. which resuIts in tyrosine 
phosphotylation of insulin receptor substrates (IRS) [30. 31). 
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induding IRS- I and IRS-2 idenrified in neurons [32. 33]. 
The insulin reeeprO!' exis ts as two spliee \'ariants resulting in 
subrype A. wirh higher affinity for insulin and more 
widespread expression. and subtype 8 wirh lower affinity 
and expression in dassieal insulin re,ponsive tissues sueh as 
fat. musde and liver [32. 33]. Insulin reeeptors are widely 
disfributed in the brain. paltieularly in hypothalamie nudei 
involved in food intake [34. 35 ] with Ihe highest 
eoneentralions found in Ihe olfaetory bulb, hippoeampus. 
cerebral eortex and Ihe areuate nudeu s in the hypothalamus 
f361. 

Insulin is seereted from panerea!ie f3-eell and deereases 
blood glueose by promoting glueose uptake by musde and 
adipoeytes, as well as preventing the fonnation of glueose by 
the liver. The ERo: and ERf3 have been both involved in 
energy balance . fa t and glueose metabolism in hYPolhalamie 
neUl'ons, liver, adipose tissue, mmde and Ihe endoerine 
panereas. however. data have showu rhal ERo: has a major 
aetion. ERo: and ERf3 as well as membrane eSlrogen 
reeeptors are involved in Ihe regulalion of panereatie f3 -eell 
funetion and hypothalamie neurons [3i ]. ERo: knoekout [38] 
as well as aromarase knoekout miee [39] are obese and 
insulin resistant probably due 10 laek of estro gen aelions 
[40] _ 

Predisposition ro impaire glueose toleranee and insulin 
resistanee are present in ovarieelomyzed rats [41] and 
menopausal women [42]. in bOlh eonditions eslrogen levels 
are lo\\'. This predisposition deereases wirh estrogen 
replaeement. fo r borh simarions [43]. It has also been 
reported Ihat es trogen funetion defleieney in men, due to 
absenee of ERo: or aroma tase. results in impaired glueose 
metabolism [44]. 

Changes in blood eslrogen levels oeeur during pregnaney 
as well as during the menstmal eyde in humans or the 
estrous eyde in rodents, In eaeh physiologieal s ituation, 
estradiol is involved in maintaining normal insul in 
sensitivity and 10 be benefieial for f3-eell funelion. However. 
estradiol levels above 01' below the physiologieal range may 
promole insulin resistanee and type Ir diabeles (45). 

Choh'f~'stokinill (CCK) 

Choleeysrokinin (CCK) is a gut peplide found in rhe 
gastrointes tinal lraet. predominantly in Ihe duodenum and 
jejunum. This peptide has also been found in Ihe brain where 
il has been assoeiared to diverse proeesses sueh as satiety. 
CCK major funetion is Ihe control of appetite. It stimulates 
the release of enzymes from fhe pauereas and gall bladder. 
eoordinating digestion by inerea sing intestinal motiliry and 
inhibiting gaslrie emptying [46]. The peptide is rhought lo 
ael both loeally and honnonally in Ihe gut. and as a 
neuromodulalor in Ihe brain. 

lt is well known thal Ihe administration of CCK in 
humans [4 i ] as wel! as in animalmodels [48). inhibits food 
intake by redueing meal size and dumtion, an effeet whieh is 
enhaneed by gastrie dislension. Infusion of CCK at the onsel 
of every spontaneous meaL deereases food intake by 
eonsis tently limiling meal s ize. 
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CCK has a short half-life. only 1-2 minutes, its effeel on 
food intake is rapid and brief. This peptide apparently does 
not regulale !ong-Ierm food ingestion, if CCK is 
adminislered more than 15 minutes before a meaL il doe s not 
have any effeel at redueing meal s ize. In rats, ehronie pre­
prandial administration of CCK reduces food intake, hUI 
inereases at Ihe same time meal frequeney , wilhout ehanges 
in body weighl [4] . Additionally, several studies wilh rodents 
have shown Ihat various phannaeologieal antagonists of 
CCK stimulare feeding [49]. 

CCK sariating aerion is esrrogen-sensitive. The inhibiloly 
effeet of CCK on food intake is enhaneed in ovarieetomized 
mts trealed wirh physiologieal doses of estradiol [5 0]. 
Experimental manipulations of CCK and estradiol have 
shown that esu'adiol eyclieally inereases rhe aetivity of Ihe 
CCK sariation-signaling pa thway resulting in the deerease of 
meal size and food intake during rhe ovulatory phase of the 
ovarian eyde [51 -53). 

Ghn'lin 

Ghrelin is a 28 amino aeid peplide synthesized as a 
preprohonnone. During ils synthesis a modifiearíon is 
imposed in Ihe honnone in the fonn of an n-oetanoie aeid 
bound 10 one of its amino aeids. neeessaly fo r biologieal 
aetivity. Ghrelin is synthesized and released primarily from 
rhe oxyntie eells of the slomaeh. but also in snmller amounls 
from duodenum. ileum. eaeeum and colon [54 . 55). The 
hypothalamus, pituitalY. placenta and kidney are also other 
sourees of ghrelin. 

Gh relin pll1y ~ IIn im¡lOl"tllnt role in ¡he regn];¡ tion of 
feeding behavior and energy melabolism by mainly aeting at 
rhe CNS [56). Ir has orexigenie effeets (s timulates appetite 
and promotes adiposity) aud inereases food intake in both 
animals and human beings [57]. na aetion on the 
hypothalamie ARC [58] by modulating hYPolhalamie 
appetite-regulating palhways . primarily the orexigenie NPY 
network and/or Ihe agouti-related protein [59]. 

Ghrelin eoneentrations inerease before meals and are 
suppressed by the intake of nutrients [54] , An inerease in 
eireulating ghrelin levels may oeeur as a eonsequenee of the 
antieipation of food, or may have a physiologieal role in 
iniriating feeding. Adminisrration of ghrelin, either eentrally 
or peripherally, inereases food intake and body weighl and 
deereases fat utilizarion in rodeIlls (60). Ghrelin levels fall in 
response to the ingestion of food or glueose, but not 
following ingestion of water. suggesting tha! gaslrie 
distension is nOI a regulalOr [6 1). Plasma ghrelin levels 
inerease 1Il response ro food restrietion. fa sting and 
malmmitional s ta les. Anorexie patients also have high levels 
of ghrelin which fall s lO nonnal after weighl gain [62]. 
Ghrelin levels negatively eonelate w ilh body mass index in 
nonnal and obese subj eets as well as in patients with 
anorexia nervosa [58 . 62]. 

Alrhough ghrelin aets as a modulator of feedin g behavior 
and energy metabolism it has been reeelltly implieated in 
reproduetiv e physiology, It has beeu reponed the expressioll 
of ghrelin and its receptor in various reproduetive organs. 
sueh as placenta . testis Leydig eells. ovary in ral [63, 64] , 
and mouse embly os and endometrium [65]. 
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Changes in rhe expression of ghrelin gene was 
demonstrated in mt ovary throughotH the esU'ous cycle [63]. 
Ghrelin imIllunoreactivity was predominantly locilted in the 
luteal compartlllent of the ovary. being detected by 
immllnostaining more intensely in steroidogenic ce11s frolll 
corpus ImeuIll of rhe current cycle as well as in a11 
generations of regressing COlvora Imea. Its relati\'e lllRNA 
levels varied depending on the stage of the cycle. with the 
lowest levels in the highest estradiol concentration. 
proestrus, and peak expression v alues during the luteal phase 
ofthe cycle [61]. 

Adiponl'ftin 

Adiponectin. also caUed adipocyte cOlllplelllent-relared 
protein (AcIV30). apMI or adipoQ. is a 244-amino acid 
protein secre ted from adipose tisslle. lis circlllatillg levels are 
up to I.OOO-fold higher than other circulatillg hOllllones slIch 
as leptin and insulin [66 . 6i]. encoded by gene APM1. which 
has been Illapped lo chl'Olllosome 3q 2i [68] and il has 
structural homology to complemellt factor Clq and co11agen 
VIII and X [69]. Adiponectín binds to a number of receptors. 
Two receprors have been identified, with homology to G 
protein-coupled receptors and one receptor similar to Ihe 
cadherin fmnily: adiponectin receptor 1 - ADIPORI. 
adiponectin receptor 2 - ADIPOR2. T-cadherin - T-Cad 
[701 

It has been shown Ihat adiponectin release is significantly 
lower in omental than in slIbcutaneous adipose tissue [71]. It 
regulates several metabolic processes. such as glllcose [72] 
and fatty acid melabolism [73]. and energy homeostasis. I t 
has been observed Ihat adiponectin Ireatment 1Il mlce 
increased fatty acid oxidalion in mllScle {74]. 

In contras! to leptin. adiponeclin levels are itl\'ersely 
correlaled \Virh body fat percentage aud body ma ss index in 
adults [75 , i6] while it is positive1y correlated with fal ceU 
size [n. 78 ]. Low adiponeclin concentralion is related to 
metabolic derangements [76] such as obesity and type 2 
diabetes [79]. atheroscleros is [73], coronmy artery disease 
[80], non-alcoholic fatty liver disease and an independent 
risk factor for metabolic syndrome [81]. 

Adiponectin levels in women have been fOllnd 10 be 
significantly higher than in men [i5]. it has been 
demonstrated that after neollatal caslralion in male and 
ovariectomy in female mice, tisslle adiponectin content 
increased [82]. while in olher experimental studies il has 
been shown Ihat androgens and estro gens also decreased 
adiponectin levels [82 . 83]. Fllrthennore. Ihere has been 
fOllnd decreased adiponectin levels in Ihe lasl Irimester of 
pregnancy and in parients with gestational diabetes [84]. 
During posullenopause, women present lower adiponectill 
levels, and Ihis has been relaled 10 an increase in body mass 
index. which may lead to insulin res istance [85]. 

Glucagon 

Glucagon is a 29 mnino acid peptide secreted by 
eudocrine ceUs of rhe intestinal mucosa aud by the u-ceUs of 
rhe islets of Langerhaus in the pan creas [86]. Gluc agon acts 
in the opposite way than insulin , increasing blood glucose 
levels [8i]. The pancreas release s glucagon when blood 
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glucose levels faU roo low . irs action in the liver is to convel'l 
stored glycogen into glucose. which is released into Ihe 
bloodstremll. Glucagon also stimlllates the release of insnlill 
intended to be IIsed on glllcose by inslllin-dependent tissues. 
Glucagon and insulin keep together rhe right blood glucose 
levels [8i ]. Studies with healthy human subjects as \veU as 
experimental animal models have shown Ihat glucagon also 
has a role in Ihe cOIllrol of appelite and energy illlake [88]. 

Gasu'ic motílity and secretioll is inhibited by Ihe presellce 
of nutrients in the ileal hunen. Glllcagon palticipates in Ihe 
regulation of energy intake by Ihe inhibilion of gaslric 
emptying . which limits the food inlake 86 . 89. 90]. 

Glucagon is released by the paIlcreas durillg meals. 
apparelllJy Jargely due 10 cephalic phase reflexes, and each 
appears 10 aCI as a physiological negati\'e feedback cOlllrol of 
meal size in maje animals . It was demonstrated Ihat estradiol 
treatment in ovariectomized rats increases the satiating 
potency of intra-Illeal hepalic portal illfus ions of glucagon 
[91 ] aud Ihe hepatic portal infusion of glncagon antibodies 
(neutral ization of glucagon) in the same model increased 
feeding in esrradiollreilted mis [8. 91] (Fig . (1)), 

FOOD I:'IJTAKE D URING THE O VARY C YC LE IN 
DIFFEREl\"T SPE CIE S 

In females a number of species, feediug is closely 
associated \vith hypothalamic-pitllitmy-gonadal axis 
functioIl. In general in the ovulatolY cycle . it has been shown 
that in females from differen! species, including hllmans 
[92], rhesus monkey [93], sheep [94]. mts [95 . 96] and 
guinea pigs [93] there is a reduction of food intake around 
the time of ovulation, when estradiol presents ils highest 
levels. 

M enstnw l cycle in women presents eating varialions. 
Daily food itltake in women is at its lowest during the peri­
ovularOly period. which is usually defined a s the 4 days 
sUITounding .he LH surge [97 . 98] in which estradiollevels 
are maximal. Some shidies also demoIlslrale thm average 
daily food iIHake is higher dming Ihe lmeal phase. Ihan 
during rhe folliculaf phase [98- 100]. These data show that 
women eat around 10% less during .he peri-ovulatory 
window [8]. In femaJes . estradiol al1(l progesterone are 
cyelica lly released, however. estradiol. but nOI progesterone. 
produces the cyclic variatioIl in food intake [8]. In women. 
leptin fluctuations during Ihe menstrual cycle directly 
correlate with estradiol. but nOI \vith progesterone [101. 
102]. The conceIl!ration of estrogens. especially eSll'adiol. 
inversely con'elale wilh feeding during many physiological 
stmes. 

Rats and mice have 4-5 day ovarian cycles. In rats. 
around of 80 to 90% of food imake occms nocmrnally. 
During Ihe nighl following the LH smge. the nighl of 
ovulation. there is a decrease in food intake up to 25 %. 
accomplished by a decrease in meal size widlOm a 
compeusatoly increase in meal frequency [10. 95, 103]. 
Estradiol concenU·atioIl is m its highest just before Ihe LH 
surge but vely low during estrus. The estron s decrease in 
food intake in mts and mice is caused by preceding increase 
in estradiol secretion. probably because aClivalion of ER 
stimulales transcriptioll factors and Ihe physiological effecIs 
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of estradiol linger for aboul 12 hours. In metestrus, sex 
steroid secretion decreases and food intake increases. 
However, metestrus in rals and mice lasts only 6-8 hours and 
occurs diumally, when these animaIs eat very titile. Thus, 
rats and nllce are poor models for eating studies during the 
post-ovulatory phases [8]. 

The cyclic change in eating apparently does nol occur 
during anovulatory cycles [1 04]. It can also be suppressed in 
women whose eating behavior is under strong cognitive 
restraint [105}, bu! it is no! clear whetber 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 mjce 
[53]. Estrogens reduction, as occurs in menopause and 
gonadeclomized animals, is associaled witb Ihe increase of 
visceral adiposity (Fig. (2». 

SEX DIFFERENCES IN HOMEOSTASIS OF ENERGY 
BALANCE 

Energy balance and body fat distribution are par! of the 
sexual dimorphism in many mammalian species including 
human beings. Men have less total fat and more central or 
intra-abdominal distributiou, the adipose lissue distribuled in 
the abdominal or v isceral region ('android' or male-pattern 
body fat distribution, aIso called male apple profue or apple 

shaped) carries a much greater risk for metabolic disorders 
than does adipose tissue distributed subcutaneously. In 
contras!, women have more total fat and more 
glutealJfemoral subcutaneous fat distribution ('gynoid ', or 
fema le-pattern, also called female pear profile or pear 
shaped) which is poorly correlaled with risk for these 
metabolic disorders [1 02]. Gonada! steroids are regulators 
with important effects of body size, body fat content and 
body fat distribution [1 06]. Ovarian hormones protect 
against tbe metabolic syndrome. Prevalence of metabolic 
disorders is higher in men, than women before menopause, 
however, after menopause, women have an increasing 
possibility lo suffer from metabolic disorders [107]. Intra­
abdominal fat inversely varies with estrogen levels. Men 
have lower estrogen levels, women after menopause decline 
estrogen productioll and increase intra-abdominal adiposity, 
but if womeu receive estrogen replacement therapy there is 
not an increase in fat accumulation, suggesting a specific 
role of estrogens in timiting intra-abdominal fat mass. In 
contrast, androgens favor abdominal fat deposits [10 7]. 

The amount of fat stored in adipose tissue is the balance 
between lipogenesis and lipolysis. When energy inlake is 
lower tban energy needs, lipolysis starls and fat slored in tbe 
form of triglycerides is brokell into free fatty acids and 
glycerol v ia hormone-sensitive lipase. V isceral adipose 
tissue uptake of triglycerides is greater in men tban in 
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women, whereas Cemales carry more fat subcutaneously 
[> 07]. 

Estradiol has long been known lo inhibit feeding in 
animals, bul the mechal1isms mediating ils effecls have nol 
been clear. Estrogen regulates food intake and fal 
distribution by acting at hypotbalamus alld adipose lissue 
leve!. lt may probably regulate satiety signals as part of ils 
mechanism of actioll. Eslradiol as an indirect wntrol of 
eating and meal size, produces changes in feeding behavior 
by modulating tbe central processing of botb satiating and 
orexigenic peptides tbat represenl direct conlrols of eating 
[1 0]. 

One of tbe mechallisms for estradiol lo reduce body 
weight is increasing excitatory syl1apses upon POMC soma, 
resulting in botb a reduclion in energy intake and an increase 
in energy expenditnre [108]. Estradiol triggers a robus! 
increase in the number of eXCila!ory input s to POMe 
lleurons in tbe arcuate nucleus of wild-type rats and mice. 
This rearrangemellt of synapses in tbe arcuale llucleus is 
leplin indepelldellt because il also occurred in leptin­
deficient (ob/ob) and leplin receptor-deficienl (db/db) mice, 
and was paralleled by decreased Cood inlake and body weight 
gain as well as increased energy expenditure [109]. Estradiol 
exerts direc! conlrols on metabolism, as well, so tbal il plays 

a multifaceted role in the control of body weight. Indeed, 
mutant mice (of eitber sex) witb l1ull mutatiol1s of tbe ERa 
or of aromatase, become ohese w itbout increased feeding. 
Nevertheless, in ad libitnm-fed, gel1etically normal females, 
Ihe weight gain following ovarieclomy and ¡he weight loss 
following estradiol treatment are due mainly to altered food 
intake [53]. 

ER is expressed in tbe hypothalamus as well as in tbe 
adipose lissues. Calabolic aclion of estrogens is molivaled by 
enhancing leptin sensitivity witbil1 the brain, in addilion of 
modifying tbe while fal distribution to favor the 
subcutaneous fa! deposition Ihrough activation oC ER [11]. 
Specifically, estro gen binds on ERa in visceral adipose 
lissues to regulale lipid metabolism [ 107]. 

Tbe estrogell activatioll of membrane ER (differellt from 
ERa and ERfJ) controls tbe electrical aclivity of tbree 
excitable cells relevant Cor energy and glucose homeoslasis: 
insulin containing fJ-cells , glucagon secreting a -cells and 
dopanline and POMe hypothalamic neurOl1S [37]. 

In males, il has been shown tbal androgens enhance tbe 
lipolytic capacity of cultured rat adipose precursor cells by 
increasing tbe number of p-adrenoreceplors and the activity 
of adenylate cyclase [102, I lO}. Sorne studies have 
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demollstrated 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 [1 02]. In adult male rats constant daily 
lestosterone release results in a constant leve! of daily food 
intake, the circadian rhythm is controlled separate!y [8] (Fig. 
(3». 

Leptin production also presenls sexual dimorphism. 
Serum leptin levels are higher in cycling wo men than in both 
men and postmenopausaJ women and remain still higher in 
postmenopausal women than in meo [112]. However, in rals 
there are controversial fmdings regardless the sexual 
dimorphism differences in leplin concentration. The higher 
concentrations of serum leptin in males in comparison witb 
females have been reported by our group and olhers [11 3-
115] and mosllike!y reflects tbe difference in tbe amounl of 
fal between males and females . In contrast, other researcbers 

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 produclion [36] and thal leptin levels 
inversely correlated with Ihose of testoslerone [116]. 

Leptin expression is inhibited in human fai ceH cultures 
exposed lo testosterone or dihydrotestoslerolle [117). In 
aging and obese men, there is increased aromatase activity 
and therefore a higher conversion of androgens to estrogens 
tbat has been associated lo increased sernm leptin [118]. 
Testoslerone replacement nonnalizes elevated sernm leptin 
levels in hypogonadal men and in castrated maJe rats (1 02]. 
Estradiol administration in female ovarietomized or intacl 
male rals increases hypothalamic sen sitivity to leptin and 
favors body fal accrual in the subculaneous over visceral 
adipose depot (11 ,102]. 

Leptin and insulin have proven differeot eating-inhibilory 
strength in male and female rals. Clegg et al showed Ibat the 
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brains of male aud female mts are differenfially seusitive to 
the catabolic actions of small doses of leptin aud insulin 
[119]. Leptin was adminis tered into Ihe Ihird cerebral 
ventride of age and weight-matched male and female mts. 
This h0I1110ne reduced food intake in both male and female 
mts over 4 hours, but it only reduced food intake in females 
for 24 hours. The eating inhibitOlY efficiency after 
illlracerebroventricular illjection of leptin was not obsen'ed 
in ovarieclOmized mts. however. estradiollreatmelll in those 
animals reverted the effecI [11.119]. suggesting Ihalleptin 
effects are increased by eSlradiol [120]. The opposite happen 
wilh iusulin. in which male bUI not female rats had a 
significant redm:tion in food intake over 24 hours after 
insulin administration into Ihe third cerebral ventride [119]. 

In human. plasma levels of insul in and leptin conelates 
wilh body far content. Insulin concentration is more relared 
with visceral fal content. in men total body far is more 
dosely cOITelated wilh plasma insulin le\,els Ihan with 
plasma leptin levels: in cOlllrast, leptin cOllcelllration is more 
relared with subcutaneous fat content, in women total body 
fat IS more dosely associaled with plasma leplin 
concentrations than wirh plasma insulin concentralions 
[119]. 

ESlradiol plays an important role for Ihe sex differeuce in 
leptin and insulill sensiti\,ity. Leplin and eSlrogen receptors 
are localized 011 fhe same hYPolhalmnic neurons [109]. 
suggesting cross talk and interactions between both 
honnones. In addition. eSlradiol and its action on ERa and 
ERp are implicaled in control of body far content aud 
distributioll. Mice without ERa (ERa knockout) are obese. In 
humans, abnonual adiposity has been associated wilh Ihe 
Xbal polymOlphism of Ihe human ERa [121]. 

APPETITE AN"D ENDOCRI:--JE DISR UPTO R S 

Appetite behavior may also be affected by the elldocrine 
dismptors. Endocrine dísmptors are natural aud synthelic 
molecules thal bind to different kind of honnone receptors. 
eifher mimicking or blocking hOllllone action. Endocrille 
dislllptor compounds are widely spread on Ihe environment 
aud display estrogenic. anti-es trogenic 01' allti-androgenic 
activity, they are lipophylic and can be stored for long 
periods on Ihe adipose tissue [122]. Excessive exposure 10 

endocrine dismptors in humans and other animals is a 
consequence of lhe modern life. havillg some impact in Ihe 
rise of obesity al Ihese days [123] . 

DEVELOPM E NTAL PROG RAM MING AND FOOD 
INTAKE 

Estrogen and ItS receptors may also modify the 
developmelll of fetus, resultillg in penuanent changes lO Ihe 
adipocytes and cellular metabolism. and dIese, in turno lead 
to excess v isc eral body fal. cardiovascular disease and type 
11 diabetes in adulthood. Our group has shown thal 
progesterone [124]. lestosterone. estmdiol and corticosterone 
[125] senllll leyels are increased in pregnant protein 
restricted rats at the end of gestation in comparison with 
control pregnant mts. The overexposure of the developing 
felll s lO sferoids lllay predispose iudi\'idual to lifelollg health 
problems [126]. The masculinization of Ihe female brain in 
early development selecti\"ely decreases the sensitivity of Ihe 

BOlllillo n 01. 

adult lO the eatillg- inhibitOlY effecfs of estmdiol. but Ihe 
femillization of Ihe brain does no! affect Ihe sellsilivity of Ihe 
adult lO Ihe eating-stímulatOlY effects of fe stosterone [8]. 
The data available suggest that sex differences in adult eating 
partially depend on organizatiollal effecIs of gonadal 
hOll11ones during development. In our rat model, malellwl 
llutrielH restrictlOn during pregnancy reduced Ihe fat 
composition of brain during fetal growth generating a 
negatively impact ín normal brain developmelll [127]. In 
addition. postnatal leptill rise in pup semm was delayed by 
prenatal undernulrition. contributing lo ¡he developmenl of 
altered appelite and melabolic disorders in laler life [1 8]. 
Female offspring from mt mOlhers resu'icted during 
pregnancy and/or lactation, fed with control diel after 
weaning. presented higher testoslerone sernm le\'els during 
Ihe nOll11al estrous cyde [124] whereas in the male offspring 
testosterone senlln concentrations were depressed [125]. 
Elevated cholesterol and Iriglycerides occuned in male pups 
",hose mOlhers were nutrient reslricled during pregnancy and 
received a normal postnala l die!. bul no changes in those 
parmlleters were observed in Ihe female offspring. However. 
in bOlh. female and male pups from restricted mOlhers in 
adult life presented more \,isceral body fal. higher sennu 
leptill levels, insulin resistallce. as well as illcreased food 
intake in comparison lo the control pllpS. \Ve conduded that 
matemal protein res triction during either pregnancy and/or 
lactation alters postnatal growth. appetilive behavior. leptin 
physiology. Iriglycerides and cholesterol concentrations and 
modifies glucose metabolism and insulin resistance in a sex 
and rime wiudow of exposure-specific manner [115 , 128]. 
Malernal obesity also modified offspring phellotype. Ou!" 
group, using high fat diel in the mI as experimental animal 
modeL have shown that male offspring, from fal mother fed 
with control diel after weaning presellled an increase in fal 
cell size and mass. semm Iriglycerides, leptin and insulin 
concenfrations [129].leading lo developmental progrmllming 
of offspring who are predisposed to obesíty . diabetes. 
hypertension. appetite disorders and olher chrollic disease. 
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