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RESUMEN

Estudios epidemiolégicos en seres humanos han correlacionado trastornos metabolicos
como la obesidad, la hipertension, la diabetes mellitus y los problemas cardiovasculares con
la calidad de la alimentacion en diferentes etapas de la vida. En animales de
experimentacion se ha mostrado que crias cuyas madres fueron alimentadas durante la
gestacion con una dieta baja en proteinas y que en la vida adulta consumieron una dieta alta
en lipidos presentan concentraciones plasmaticas altas de colesterol y triglicéridos, la
aparicion de ateromas y disminucién en la expresion de RNAm de la enzima superéxido
dismutasa, enzima que participa en el control de radicales libres, hecho que evidencia una
relacion entre enfermedades metabdlicas y produccion de estrés oxidativo. Otro grupo,
utilizando un modelo semejante, ha mencionado que la restriccion proteinica gestacional en
la madre y el consumo elevado de carbohidratos en la vida adulta no provocan efectos
metabolicos severos en la progenie. El higado es el dérgano central de los procesos
metabdlicos y el tejido adiposo es el sitio donde se almacenan lipidos para ser usados como
sustrato para la obtencién de energia. Ambos tejidos juegan un papel fundamental en la
maquinaria metabdlica. El objetivo de esta tesis fue comprobar si en una misma progenie,
la combinacion de restriccion proteinica gestacional materna y el consumo de agua
azucarada en la vida adulta potencian las alteraciones histolégicas del higado, del tejido
adiposo e indicadores bioguimicos metabdlicos, incluida la produccion incrementada de
estrés oxidativo. Se evalud en ratas adultas de cinco meses de edad el area total de
hepatocitos y adipocitos, la presencia de esteatosis hepatica, el dafio oxidativo hepatico (3-
nitrotirosina) y las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos y colesterol
de lipoproteinas de alta densidad. La ratas fueron alimentadas con dieta control (20% de
proteina) & dieta restringida (10% de proteina) durante la gestacion, posteriormente la
progenie, de tres meses de edad, de tales ratas formaron cuatro subgrupos: progenie de ratas
con dieta control (C), progenie de ratas con dieta restringida (R), progenie de ratas con
dieta control mas agua azucarada al 5 % (CA) y progenie de ratas con dieta restringida mas
agua azucarada al 5 % (RA). En el higado encontramos un aumento del érea total de los
hepatocitos por efecto del consumo elevado de carbohidratos (P<0.05). En cuanto al tejido
adiposo, en ningun grupo encontramos cambios estadisticamente significativos en el

tamafo de las células. En el higado el porcentaje de area inmunorreactiva a la 3-



nitrotirosina aumenta por efecto de la restriccion de proteina en la dieta materna (P<0.001)
y por efecto de la dieta alta en carbohidratos (P<0.05). También encontramos la presencia
de esteatosis hepatica en los grupos CA y RA. La concentracion plasmatica de glucosa y
colesterol no se modifica en ninguno de los cuatro grupos. La concentracion plasmatica de
triglicéridos aumenta por efecto del consumo elevado de carbohidratos (P<0.05). La
concentracion plasmatica de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) en el
plasma disminuye por efecto de la dieta materna (P<0.001). Con lo anterior podemos
concluir que la combinacidn de restriccion proteinica gestacional en la madre y el consumo
de agua azucarada en la vida adulta de la progenie provocan en el higado alteraciones
histologicas y aumenta la inmunorreactividad contra la 3-nitrotirosina, del mismo modo
provoca alteraciones bioquimicas, pero sin ser mas drasticas que la progenie que provienen
de ratas sometidas a restriccion de proteinas durante la gestacion 6 ratas que en la vida
adulta son alimentadas con una dieta alta en carbohidratos.
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1. INTRODUCCION

1.1 Efecto de la malnutricion en la vida adulta en humanos

En seres humanos las enfermedades metabolicas, cirrosis hepatica, diabetes mellitus, y las que
se derivan a partir de ellas como las patologias cardiovasculares, han sido relacionados con la
alimentacion y con el proceso que implica la nutricion. Tales trastornos son la principal causa
de mortalidad en México (Stevens y cols. 2008). La cantidad de personas con trastornos
metabolicos se ha incrementado drasticamente durante las ultimas décadas, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) las ha considerado como un problema de salud publica. En el
mundo se estima que mas de un billon de personas presenta trastornos metabolicos, 300
millones de los cuales se consideran clinicamente obesos (OMS 2000). En México, la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006 reportd que el sobrepeso y la obesidad son
problemas que afectan a mas del 70% de la poblacién mayor de 20 afios (Cuevas y cols.
2007). Pero también el sindrome metabdlico, definido segln el criterio de Adult Treatment
Panel Il (tabla 1, Kahn y cols. 2005), es considerado como un padecimiento frecuente en

México (Aguilar-Salinas y cols. 2004).

Hombres Mujeres
Circunferenciade cintura >102 cm >88 cm
Triglicéridos séricos >1.7 mmol/L >1.7 mmol/L
Presion sanguinea >130/85 mmHg >130/85 mmHg
Colesterol-HDL <1.0 mmol/L <1.3 mmol/L
Glucosasérica >6.1 mmol/L >6.1 mmol/L

Tabla 1. Definicion del sindrome metabdlico para ambos sexos en seres humanos por el Adult
Treatment Panel 111.



La etiologia de los diferentes trastornos metabdlicos como obesidad, hipertension y
problemas cardiovasculares es multifactorial (Ferranti y Mozaffarian 2008). Los desajustes
del metabolismo son producto de las calorias consumidas y las gastadas. Los determinantes
ambientales causantes del desequilibrio de energia, incluyen factores que incrementan el
consumo calérico como el aumento en el tamafio de las raciones, el consumo de bebidas
azucaradas, carbohidratos refinados, sedentarismo, (Taheri y cols. 2004) y consumo de grasas

saturadas (Kavanagh y cols. 2007).

1.2 Efecto a cortoy largo plazo de la malnutricion en etapas tempranas del crecimiento

en humanos

Los individuos con retraso de crecimiento intrauterino y que no muestran una recuperacion del
peso o talla durante el primer afio de vida, son mas propensos a padecer alteraciones en el
metabolismo de la glucosa (Hales y cols. 1991) en la vida adulta. Esta propension incrementa
cuando existe obesidad (Barker y cols. 1993). Esto sugiere que la asociacion de retraso de
crecimiento intrauterino y obesidad postnatal tienen efectos aditivos para el desarrollo de
diabetes tipo 2, hipertrigliceridemia e hipertension arterial, determinados tanto por el medio

ambiente como por el genotipo® de los individuos (Hales y cols. 1991, Barker y cols. 1993).

El estado nutricional deficiente durante la etapa fetal y el primer afio de la vida parecen
jugar un papel importante para el desarrollo de alteraciones a largo plazo como la diabetes,
debido a que el feto y el lactante mal nutridos deben desarrollar una serie de estrategias
metabolicas, cuya caracteristica en comun es la presencia de hiperinsulinemia y resistencia a la
insulina en los tejidos periféricos, con la finalidad de aumentar sus oportunidades de
sobrevivir. En la vida intrauterina se produce la primera modificacion funcional, que afecta en
mayor medida a 6rganos como higado, pancreas y musculo estriado mientras uno de los
menos afectados es el cerebro (Desai y cols. 1996). A partir del nacimiento se observa un
segundo cambio, al desarrollar un fenotipo® que requiere menor cantidad de nutrientes y

calorias, ademas presenta niveles plasmaticos elevados de insulina, cortisol y catecolaminas,

1 e .
Remitirse al glosario

2 e .
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lo que le permite asegurar la sobrevivencia, si la nutricion postnatal es deficiente. Sin
embargo, cuando estos individuos son sometidos a una sobre alimentacion cronica y aumentan
de peso corporal, estas modificaciones tienen un efecto perjudicial para la salud, a este
concepto se le llama la hipotesis del fenotipo ahorrador (Hales y Barker 2001). En general, las
enfermedades cardiovasculares y metabolicas mas comunes en nuestra sociedad (hipertension,
enfermedad coronaria, diabetes mellitus tipo 1l y dislipidemias) estan causadas por factores de
riesgo exdgenos, asociados a determinados estilos de vida (tabaquismo, sedentarismo,
aumento en el consumo calorico y de grasas saturadas) que actuan sobre un individuo
genéticamente susceptible. La hipdtesis de los origenes en el desarrollo de la salud y la
enfermedad menciona el impacto de las condiciones de vida intrauterina sobre la aparicion de
tales enfermedades en la vida adulta (Harrap 1994, Rey y cols. 1994, Langley-Evans 2006).
Las tres etapas de la hipotesis antes mencionada se muestran en la figura 1. La primera se
caracteriza por una malnutricion fetal donde se desencadenan cambios estructurales y
funcionales en diferentes drganos y sistemas, en la segunda se encuentran cambios
bioquimicos y clinicos, que constituyen variables intermedias en la aparicion de enfermedades
metabolicas y cardiovasculares y en la tercera la presencia de dichas enfermedades. Ademas
hay que resaltar dos momentos del proceso: programacion y amplificacion. EI concepto de
programacion se ha definido como la respuesta permanente de un organismo a un estimulo o
agresion en un periodo critico del desarrollo que tiene significado a largo plazo (Langley-
Evans 2004). En relacion con la amplificacion, algunas de las variables como por ejemplo la
presion arterial donde las diferencias observadas durante la infancia, son menores que las de la
edad adulta, lo anterior condujo a postular que los procesos iniciados durante la gestacion se
amplifican a lo largo de la vida (Durén 2004).

1.3 Efecto de la restriccion proteinica en la rata

En crias de rata, la deficiencia de proteinas en la dieta materna durante la gestacion y/o la
lactancia, induce adaptaciones anatomicas y fisiologicas que le permiten sobrevivir en
condiciones de deficiencias nutricionales (Mifiana-Solis y Escobar 2007, Mifana-Solis y
Escobar 2008, Gongalves y cols. 2009). En la rata gestante la alimentacién con una dieta

isocaldrica y baja en proteinas es uno de los modelos mas estudiados de restriccion temprana



del desarrollo. En general induce bajo peso corporal al nacimiento, alteraciones del
metabolismo de carbohidratos, lipidos y la aparicion de hipertension, ademas se ha asociado
con el incremento de riesgo para padecer enfermedades cardiovasculares en la vida adulta
(Langley y cols. 1994, Zambrano y cols. 2006, Rodford y cols. 2008). En ratas, las
alteraciones metabdlicas que desencadena esta dieta muestran similitudes con los humanos

para las alteraciones metabolicas durante la vida adulta (Bertram y Hanson 2001).



Ambiente Placenta Genes, ambiente

materno adverso (dieta, hormonas y esteroides)
11-3 HSD2
— disminuido
Malnutr!C|on Otros factores

Estres placentarios
Tabaco
Alcohol
Drogas

Programacion Enfermedad Etapa prenatal

Anemia Disminucion del
crecimiento fetal

Metabolismo Alteraciones Hipodesarrollo del Alteraciones
hepatico alterado estructurales en eje hipotalamo- estructurales en
corazon, vasos y hipofisis-suprarenal pancreas y
rifion musculo

Genes
Ambiente Peso bajo al Etapa posnatal
(Dieta , hormonas nacimiento e Efectos a corto plazo temprana
y factores de hiperinsulinemia
crecimiento)
Amplificacion -
Obesidad, diabetes
Genes mellitus 2,
Ambiente hipertrigliceridemia,
(Dieta , hormonas hipercolesterolemia, Efectos a largo plazo ‘
y factores de esteatosis hepatica,
crecimiento) hipertension arterial
y dafio oxidativo

Figura 1. Esquema que muestra las posibles interacciones entre factores maternos y genéticos que
actuarian sobre el crecimiento fetal y modificarian la respuesta de la descendencia en la vida adulta

(modificado de Seckl 1998).



2. ANTECEDENTES

1.4 Efecto de la restriccion proteinica gestacional en la histologia de higado de rata

El higado estd organizado en placas de hepatocitos localizados en un esqueleto de células de
apoyo, denominadas células reticulo-endoteliales, las placas de células estan separadas entre si
por espacios vasculares denominados sinusoides. Los hepatocitos tienen una disposicion
alrededor de la vena central para dar forma al lobulillo clasico que esta delimitado
principalmente en la rata por la triada porta que consiste en la vénula porta, arteriola hepatica

y canaliculo biliar (Tung y cols. 2007).

El higado, entre otros, es uno de los dérganos que tienen una actividad metabdlica
importante, por lo que se vuelve de relevancia estudiar la histologia hepatica. Erhuma y su
grupo realizaron un estudio para evaluar el efecto de la restriccion proteinica gestacional sobre
la histologia hepatica de la progenie, las ratas de tal estudio presentaron acumulacion de grasa
en el higado (Erhuma y cols. 2007). En la figura 2 se muestran cortes histolégicos del tejido
hepatico de ratas de 18 meses de edad, cuyas madres fueron sometidas a restriccion proteinica
gestacional, se observan depositos de lipidos en forma de vacuolas en el parénquima hepatico,

testigo de una esteatosis (Erhumay cols. 2007).
1.5 Efecto de la restriccion proteinica gestacional sobre la insulina e higado

En las crias de rata provenientes de madres sometidas a restriccion de proteinas durante el
periodo de gestacion, en el dia uno después del parto, hay una disminucién del peso del
pancreas, menor porcentaje en densidad y masa de células beta y disminucion en el area de las
celulas, las alteraciones anteriores se mantienen hasta el dia 21 de lactancia, lo cual podria
indicar que las alteraciones son irreversibles y se mantienen hasta la vida adulta (Garofano y
cols. 1997). Se ha mostrado que a los 110 dias ratas machos que provienen de ratas gestantes
con restriccion de proteina presentan resistencia a la insulina (Zambrano y cols 2006). El

higado también es un organo que se afecta por la accion de la insulina. La resistencia a la



insulina® es el principal factor de riesgo que promueve la esteatosis hepética no alcohélica®. Lo
anterior ocurre con o sin la presencia de obesidad. La esteatosis hepatica no alcoholica es
causada por la acumulacion crénica de lipidos en el hepatocito, en Gltima instancia, puede dar
lugar a la inflamacién y cicatrizacién con potencial para padecer cirrosis® e insuficiencia

hepética (Bugianesi y cols. 2005; Erhuma y cols. 2007).

Figura 2. Evidencia de la esteatosis hepética en ratas, cuyas madres fueron expuestas a una dieta baja
en proteinas. Tincion de hematoxilina y eosina. A-B muestra cortes de ratas de 1 mes de edad (A-
control, B-restringido), C-D muestra cortes de ratas de 18 meses de edad (C-control, D-restringido).
CV-vena central (Imagen de Erhuma y cols. 2007).
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1.6 Efecto de la restriccion proteinica gestacional sobre el tejido adiposo

En condiciones normales el exceso de glucosa en el torrente circulatorio es captado por el
higado, donde es transformado en triglicéridos, y por medio de la accién de la insulina se
almacenan en las células del tejido adiposo. Las células del tejido adiposo gonadal de ratas de
tres meses de edad, provenientes de madres sometidas a restriccion proteinica gestacional,
muestran mayor captacion de glucosa en estimulo a la insulina lo que puede indicar un
aumento en el nimero de receptores a insulina (Ozanne y Hales 1999). La insulina es uno de
los principales inhibidores de la movilizacion de acidos grasos por lo que promueve su
almacenamiento en los adipocitos, lo anterior favorece la hipertrofia de estas células (Kahn 'y
Flier 2000).

El tejido adiposo también es el encargado de la produccion de leptina. Los niveles de
esta hormona son alterados en las crias cuando hay restriccion de proteina en la madre durante
la gestacion. Las madres sometidas a restriccion de proteina del 10% durante la etapa
gestacional provoca en las crias machos un aumento en las concentraciones séricas de leptina
a los 110 dias (Zambrano y cols. 2006).

1.7 Dieta postnatal

Una mala disponibilidad de nutrientes puede afectar el desarrollo de los tejidos fetales durante
los periodos criticos del desarrollo. La dieta en etapas posteriores al nacimiento forma parte de
los factores ambientales para el desarrollo de las alteraciones metabolicas. En ratas macho
recién destetados, la ingesta de agua azucarada al 30% durante 18 y/o 21 semanas induce
alteraciones como el sobrepeso, la adiposidad central, la hipertension, la intolerancia a la
glucosa y las dislipidemias (combinacion de bajas concentraciones de C-HDL vy altas
concentraciones de triglicéridos y colesterol) (EI Hafidi y cols. 2001, Alexander y cols. 2004).

También se han encontrado alteraciones metabdlicas en ratas machos adultos que
fueron alimentados con dieta alta en fructosa (60%) durante siete semanas, los machos
presentaron hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hipertension, y

resistencia a la insulina (Herman y cols. 2008). En otro estudio con ratones de ocho semanas

10



de edad fueron que alimentados con una dieta alta en lipidos (71%) durante 16 semanas,
presentaron alto contenido de triglicéridos en higado, mayor acumulacion de micro y macro
vesiculas de grasa, asi como mayor cantidad de 3-nitrotirosina que es un indicador del dafio
oxidativo a proteinas. Por lo que se considera un modelo para desarrollar esteatosis hepatica
no alcoholica, con presencia de dafio oxidativo en proteinas (Mantena y cols. 2009). Con lo
anterior se puede decir que la dieta prenatal y postnatal son importantes y pueden determinar

la aparicion de las alteraciones metabdlicas.

1.8 Combinacion de la restriccion proteinica gestacional y alteraciones en la dieta

postnatal

La combinacion de la restriccion de proteinas en la madre durante la etapa gestacional y un
consumo elevado de lipidos en la progenie durante 10 semanas provoca mayor ganancia de
peso corporal, hiperinsulinemia, disminuye el consumo del alimento y el peso del higado
(Erhuma y cols. 2007), aumento de la presion arterial y una disminucion en el nimero de
nefronas en el rifion (Harrison y Langlye-Evans 2009). Finalmente en ratones la combinacion
de la restriccion de proteinas en la madre durante la etapa gestacional y un consumo elevado
en colesterol en la progenie aumenta la concentracién de triglicéridos, colesterol, grasa

perirenal y gonadal (Yates y cols. 2009).
1.9 Alteraciones metabdlicas y estrés oxidativo

El estrés oxidativo® se define como la pérdida del balance entre radicales libres y
antioxidantes, a favor de los radicales libres. Un radical libre” es cualquier &tomo que contenga
un electrén no pareado en su ultimo orbital, lo que le confiere una elevada reactividad capaz

de oxidar a cualquier molécula (Geronikaki y Gavalas 2006).

La oxidacion de varias biomoléculas se ha correlacionado cuando las ratas son
expuestas a problemas de alimentacion, ozono, estrés por inmovilizacién, endotoxemia® y

gjercicio extenuante. En los casos anteriores se ha observado aumento de la oxidacién de
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proteinas y lipidos de diferentes érganos como el cerebro, higado, aorta, rifién, corazén y
estobmago de ratas. Otra causa de la oxidacién de biomoléculas se le ha atribuido a las
alteraciones metabdlicas (EI-Dwairi y cols. 1998, Bonatto y cols. 2005, Pereyra-Mufioz y cols.
2006, Sahin y Glimislu 2007).

Como ya se menciona anteriormente se sabe que las ratas que provienen de madres con
restriccion de proteinas, en la vida adulta desarrollan alteraciones del metabolismo, al igual
que las ratas con una dieta postnatal alta en carbohidratos. En el trabajo de Yamaguchi y cols.
2006 se muestra un modelo de alteraciones metabdlicas en rata de ocho semanas de edad, hay
un aumento de la 3-nitrotirosina® y la 3-clorotirosina’® en el plasma sanguineo, estos dos
ultimos son biomarcadores de la oxidacion de proteinas por el peroxinitrito y la
mieloperoxidasa™*. En el modelo de alteraciones metabélicas en ratas se evalué la cantidad de
nitrotirosina en suero, se encontraron valores mas altos en las ratas con sindrome metabolico
vs las controles, del mismo modo la expresion de la 6xido nitrico sintasa'? endotelial (eNOS,
enzima que cataliza la reaccion para la obtencion de oxido nitrico en el endotelio) se encontrd
en mayor cantidad, lo que sugiere el aumento de las especies reactivas del oxigeno

(Yamaguchi y cols. 2006, Kagota y cols. 2009).
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3. JUSTIFICACION

Estudios en seres humanos han relacionado, a los trastornos metabdlicos como la obesidad,
hipertension, diabetes mellitus y problemas cardiovasculares con la calidad de la alimentacion.
En humanos existen evidencias de que la malnutricién®® durante la gestacion se correlaciona
con los trastornos metabdlicos ya mencionados por medio de los estudios epidemioldgicos
realizados en Inglaterra y Gales (Barker y Osmond 1986). A partir de los estudios
epidemioldgicos anteriores se plantea la hipotesis de Barker, actualmente conocida como
"hipdtesis de los origenes en el desarrollo de la salud y la enfermedad” que propone una
respuesta adaptativa del feto, a una nutricién materno-fetal deficiente, para poder sobrevivir,
que resulta en la afeccidn de algunos érganos por ejemplo rifién, pancreas y corazon, lo que

Ileva a un metabolismo postnatal modificado.

La restriccion de proteinas durante la etapa gestacional es uno de los modelos méas
usados para dar soporte a la teoria de los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad.
Las observaciones realizadas con este modelo indican que las deficiencias nutricionales que
ocurren en etapas criticas del desarrollo fetal pueden tener influencias de largo alcance, a
través del control ejercido por mecanismos epigenéticos™ en la expresion de varios genes que
participan en el control del metabolismo (Yates y cols. 2009), sobre expresandolos o
silenciandolos. Recientemente se ha mostrado que crias, cuyas madres fueron alimentadas
durante la gestacidn con una dieta baja en proteinas y que en la vida adulta consumieron una
dieta rica en lipidos desarrollan ateromas, aumentan la concentracion de colesterol,
triglicéridos, también muestran disminucion en la expresion de RNAm de la enzima
superdéxido dismutasa, que participa en el control de radicales libres (Erhuma y cols. 2007;
Yates y cols. 2009), por lo que se ha hecho una relacién entre la aparicion de alteraciones
metabdlicas y el estrés oxidativo (Yamaguchi y cols. 2006). Lo que indica que en la rata, tales
adaptaciones resultan perjudiciales si en la vida posnatal (infancia, adolescencia y adultez) la
alimentacion se vuelve abundante, por ejemplo en grasas (Langley-Evans 2006; Erhuma y
cols. 2007)
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Sin embargo la dieta postnatal, por si sola, rica en carbohidratos tambien tiene efectos
deletéreos en el metabolismo como por ejemplo: intolerancia a la glucosa, aumento de
colesterol, triglicéridos, e insulina, disminucién de C-HDL, (colesterol en lipoproteinas de alta
densidad) (EI Hafidi y cols. 2000; Alexander y cols. 2004; Herman y cols. 2008).

Sin embargo, aun se desconoce si las crias de ratas, provenientes de madres que
durante la gestacion fueron sometidas a restriccion proteinica, son mas vulnerables a
alteraciones histoldgicas en higado, al igual que alteraciones metabolicas cuando son
sometidas en la vida adulta al consumo elevado de carbohidratos. Es por esto, que se hace
necesario indagar los efectos que tienen ambas manipulaciones en el 6rgano central de los
procesos metabdlicos (el higado) y el tejido donde se almacena lipidos para ser usados como

sustrato para la obtencidn de energia el (tejido adiposo).
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4. HIPOTESIS

En una misma progenie, la combinacion de restriccién proteinica gestacional materna y el
consumo de agua azucarada en la vida adulta potencian las alteraciones histologicas del
higado, del tejido adiposo e indicadores bioquimicos metabolicos, incluida la produccion
incrementada de estrés oxidativo.
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5. OBJETIVOS

1. Evaluar en la progenie adulta los efectos generados por la restriccion proteinica
gestacional materna.

2. Evaluar en ratas adultas los efectos generados por el consumo de agua azucarada.

3. Evaluar en la progenie adulta la combinacion de ambos tratamientos verificando si el
efecto se potencia o incrementa.

4. Evaluar el dafio en las ratas adultas determinando el &rea total de hepatocitos y
adipocitos, la presencia de esteatosis hepatica, el dafio oxidativo hepético (3-
nitrotirosina), y las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos vy

colesterol de lipoproteinas de alta densidad.
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6. MATERIAL Y METODOS

1.10 Mantenimiento de los animales

Se utilizaron 20 ratas hembras adultas de la cepa Wistar de tres meses de edad. Fueron
mantenidas en condiciones de bioterio, con un fotoperiodo de 12/12 horas, con ciclo luz-
oscuridad invertido y temperatura de 20+£2 °C, con alimento y agua ad libitum. Todos los
procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a la regulacion establecida en el
Manual de Seguridad en el trabajo de laboratorio del Centro Tlaxcala de Biologia de la
Conducta y en la Norma Oficial Mexicana en el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
NOM-062-Z00-1999. El protocolo de investigacion fue revisado y aprobado por el comité de

Bioética del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta.
1.11 Grupos experimentales

Control. Ratas virgenes que fueron alimentadas (con una dieta proteinica al 20%) de manera
ad libitum hasta los cinco meses de edad.

Restriccidn proteinica gestacional. Ratas adultas que fueron alimentadas durante la
gestacion de manera ad libitum con dieta isocaldrica reducida en proteinas (10%, tabla 2). El
dia del apareamiento se consider6 como el dia cero de gestacion e inicié la restriccion
proteinica intrauterina. A partir del dia uno de gestacion, se midié el consumo de alimento
diario y el peso corporal. Después del parto, las camadas fueron ajustadas a 10 crias y a las
madres, que fueron lactantes se les proporciono alimento ad libitum Chow 5001 de Purina. El
peso corporal y el consumo de alimento fueron monitoreados semanalmente desde el
nacimiento. A la edad de 12 semanas, las crias de ambos grupos fueron divididas en dos
subgrupos: a uno se le proporcion6 agua simple para beber y al otro agua azucarada al 5%, ver

disefio experimental (figura 3).

Consumo elevado de carbohidratos en la etapa adulta. De cada camada se tomaron
dos ratas macho, a una se les proporcion6 agua simple y a la otra agua azucarada al 5%, tal

manipulacion se realiz6 a partir de los tres meses y hasta los cinco meses de edad. En esta

17



etapa, se midié semanalmente el peso corporal, consumo de alimento y agua, ver disefio

experimental (figura 3).
1.12 Obtencién y andlisis histologicos del tejido hepatico y adiposo

El tejido hepatico se procesd en primera instancia con formaldehido al 10%, minimo por 24 h.
Posteriormente, el tejido se deshidraté con alcohol etilico en concentraciones ascendentes
desde 60, 80, 96 y 100%, aclard en xileno y se incluyd en paraplast X-tra. Se obtuvieron cortes
histoldgicos transversales (ocho de cada animal) con un micrétomo de siete um de espesor, los
cuales se colocaron en dos portaobjetos, cuatro cortes por laminilla. Una laminilla fue tefiida
con hematoxilina-eosina. La otra se utilizd para la determinacion de 3-nitrotirosina

(inmunohistoquimica).

De los cortes tefiidos con hematoxilina-eosina analizamos area nuclear y citoplasmatica
de los hepatocitos, para ello se tomaron de cada lobulillo microfotografias a 1000 aumentos
totales, como referencia se considerd la vena central del lobulillo (un campo derecho y otro

izquierdo).

El tejido adiposo se proceso de la misma forma en que se proceso el tejido hepatico.
Los cortes histolégicos del tejido adiposo Unicamente fueron tefiidos con hematoxilina-eosina.
Para la descripcion histolégica de los cortes histoldgicos tefiidos se procedié a tomar
microfotografias a 400 aumentos totales para seleccionar seis campos al azar de cada rata y en

ellos medir el area de los adipocitos.
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Dieta normal en proteina

Dieta reducida en proteina

Ingredientes (NP) (RP)
(%) (%)
Caseina 20 10
Cisteina 0.3 0.15
Colina 0.165 0.165
Mezcla de vitaminas 1 1
Mezcla de minerales 3.5 3.5
Celulosa 5 5
Aceite de maiz 5 S
Carbohidratos
Almidon de maiz 31.76 37.34
Dextrosa 31.76 37.34
Kcal/g de dieta 4 4

Tabla 2. Composicién de las dietas con que fueron alimentadas las ratas durante la gestacion
(Zambrano 2005). La dieta fue proporcionada por la Dra. Elena Zambrano Gonzalez del departamento
de Biologia de la Reproduccion del Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion Salvador

Zubiran.

Dieta control con 20% de proteina (Chow ad libitum)

l Madres l Crias l

Dietalcontrol - Grupo (C) Grupo (C) Dieta control C
(proteina 20%) t
Dieta control + agua
azucaradaal 5 % E CA
Dieta restringida ) BEEE R
Grupo (R Grupo (R Dieta control |——|F*
(proteina 10%) po (R) po (R) L
Dieta control +agua | ||
azucaradaal 5 % - RA

Diseccidon de tejidos: hepatico (area de hepatocitos, esteatosis

Peso corporal, consumo de alimento, consumo de agua

hepaticay estrés oxidativo) y adiposo (area de adipocitos)

Figura 3. Disefio experimental. Grupo control (C n=6), grupo control con azicar (CA n=6), grupo

sacrificio

Glucosa, colesterol, triglicéridos, C-HDL. <«

restringido (R n=7), grupo restringido con azlcar (RA n=7).
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1.13 Determinacion de dafio oxidativo (3-nitrotirosina)

Se usaron 4 cortes histoldgicos del tejido hepatico los cuales fueron sometidos al siguiente
protocolo: el primer paso fue la desparafinacion e hidratacion de los tejidos. Posteriormente,
se destaparon los antigenos con citrato de sodio 10 mM pH 6 durante 72 h, transcurrido el
tiempo se incubaron en el horno de microondas durante 5 minutos a potencia 10,
inmediatamente se realiz6 una serie de tres lavados de 10 minutos cada uno con buffer de
fosfatos salina 100 mM pH 7.4 (PBS). Se bloguearon las peroxidasas endégenas con una
solucion de perdéxido de hidrogeno al 3% durante 30 minutos y se volvieron a realizar dos
lavados con PBS de 10 min cada uno y un lavado con PBS-triton X-100 al 0.3%. Luego se
bloquearon las uniones inespecificas con suero de cabra al 5% en PBS-triton al 0.3% durante
una hora a temperatura ambiente, al concluir el tiempo se realizaron tres lavados de 10
minutos cada uno con PBS-triton al 0.3% para después dejar incubando toda la noche a 4°C
con el anticuerpo primario purificado de ratdbn monoclonal IgG anti 3-Nitrotirosina
(MILLIPORE, MAB5404) a una dilucién de 1:200 en PBS-triton al 0.3%. Al dia siguiente se
realizd una serie de tres lavados con PBS-tritdn al 0.3% por 10 min cada uno y se incubé
durante 20 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario del kit (starr trek
universal HRP detection, fabricante). Posteriormente, se hicieron dos lavados de 10 minutos
cada uno con PBS-tritén al 0.3% y un lavado con PBS, después se aplicé la avidina e incub6 a
temperatura ambiente por 10 minutos. Se realizardn dos de lavados de 10 minutos con PBS y
se aplico la diaminobencidina para revelar la ubicacion de la 3-nitrotirosina. Se realiz6 una
serie de seis lavados con PBS. La contratincion se realizo con violeta de cresilo. De los cortes
histoldgicos se tomaron microfotografias a 400 aumentos totales, tomando siempre como
referencia el conducto central de los lobulillos.

1.14 Obtencién de muestras sanguineas y determinaciones bioquimicas

Previo al sacrificio, y habiendo cumplido un ayuno de cuatro horas, a cada rata se le midio la
glucosa sérica con un analizador Accutrend GCT, Roche Diagnostics. Inmediatamente
después los animales fueron decapitados y se colectaron dos tubos (13x100) con sangre total,

misma que fue centrifugada para recolectar el suero sanguineo en el cual se determinaron las
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concentraciones de colesterol, colesterol de lipoproteinas de alta densidad (C-HDL),
triglicéridos.

Para la determinacion de colesterol se utilizo el método enzimatico combinado de
colesterol oxidasa y colesterol esterasa. Segun el procedimiento No. 1010 de Stanbio
Colesterol liquicolor (LICON Laboratorios). En tubos eppendorf se pipetearon cinco pl de la
muestra con 500 pl de reactivo enzimético liquido (cat No. 1011). Se agitaron en un vortex y
se dejaron reposar por 10 minutos a temperatura ambiente. Se realizd la lectura en un

fotébmetro a 492 nm.

Para la determinacion de C-HDL, primero se precipitaron las lipoproteinas de baja y
muy baja densidad (LDL, VLDL respectivamente) por medio del reactivo de cloruro de
magnesio/dextran sulfato. Para esto se pipetearon 125 pl de muestra y 12.5 ul de reactivo
precipitante. Se agitd con vortex y se dejo estabilizar a temperatura ambiente por cinco
minutos. Posteriormente se centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos. Luego se pipetearon 2.5
pl del sobrenadante y 500 pl del mismo reactivo que se utilizd para determinaciéon de
colesterol total. Se agitaron en un vortex y se dejaron reposar por 10 minutos a temperatura

ambiente. Se realiz6 la lectura en un fotdmetro a 492 nm.

Para la determinacion de triglicéridos se utiliz6 un método colorimétrico enzimatico
(glicerolfostato oxidasa). Segun el procedimiento No. 2100 de Stanbio Triglicéridos liquicolor
(LICON Laboratorios). Se prepar6 previamente el reactivo (cat No. 2101), por cada 50 ml de
este, se adicionaron 50 pl de activador (cat No. 2102), se mezcld y se incub6 a temperatura
ambiente durante 15 minutos antes de utilizarlo. Se pipetearon en tubos eppendorf cinco pl de
muestra y 500 pl de reactivo. Se agitaron en un vortex y se dejaron reposar por 10 minutos a

temperatura ambiente. Se realizo la lectura en un espectrofotometro a 500 nm.
1.15 Disefio y anélisis estadistico

Para comparar los grupos utilizamos una ANOVA bifactorial mixta, solo se consideraron los
efectos de cada factor que son los que se indican el pie de la figura, consideramos como
variable completamente aleatorizada la dieta materna (restriccion de proteinas en la gestacion)

y como variable dependiente el consumo elevado de carbohidratos. También se utilizo unat de

21



Student dependiendo el caso, para ambas pruebas se considero el valor de alfa = 0.05. Los
datos se presentan como mediatee.

1.16 Analisis de imagen

El andlisis de las fotografias de los tejidos se realizd con la ayuda de un analizador de
Imagenes AxioVision REL 4.6 (Zeiss Inc 2007) las fotografias fueron tomadas con una

camara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles montada en un microscopio éptico Zeiss Imager A.1.
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7. RESULTADOS

1.17 Efecto de la restriccion de proteinas sobre el peso corporal en la rata gestante

El peso corporal de las madres con dieta control al inicio de la gestacion fue de 217.1+5.2 g y
para las restringidas en proteina de 223.1+4.8 g, sin presentar diferencias estadisticamente
significativas, durante este periodo se evalué el peso corporal diario de las ratas, se obtuvieron
las pendientes de la curva de crecimiento de las ratas control con una m=5.7£0.2 y de las ratas
restringidas tuvieron una m= 5.1+0.2, sin presentar diferencias estadisticamente significativas

entre grupos (figura 4).

Para el consumo de alimento y energia de las ratas durante el periodo de gestacion los
dias 1, 7, 14 y 21 no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre grupos,
pero en el consumo de proteinas se encontraron diferencias estadisticamente significativas de

las ratas restringidas comparadas con su control (P<0.05, tabla 3.)
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Figura 4. Peso corporal de las ratas gestantes. Se muestra mediate.e. No se encontraron diferencias
significativa entre el valor de la pendiente de ambas curvas, P>0.05 t de Student, (m = pendiente de la
curva, dieta control n= 6, dieta restringida en proteina n=7).

VARIABLE DiA 1 DIA T DiA 14 DiA 21

CONSUMO DE Control 131+17 10.3+ 0.6 10.7+ 0.9 53+0.7
ALIMENTO (g/ 100

g de peso

corporal) Restringidas 13.2+16 97+06 101+ 0.8 7.0+07
CONSUMO DE Control 113.3+16.4 955+ 6.8 110.2+10.0 72.0+10.0

ENERGIA

(Kcals/dia) Restringidas 119.5+ 15.2 925+ 6.3 107.1+ 9.3 93.8+ 9.3

Control 57+05 458+03 55+0.3 36+03

CONSUMO DE

PROTEINA(g/dia) o ctingidas 29:05% 23:0028 27:03° 23:038

Tabla 3. Consumo de alimento, energia y proteina de las ratas gestantes al dia 1, 7,14 y 21 de
gestacion. Se muestra la mediate.e. * Diferencias estadisticamente significativas comparado con su
control en el mismo dia P< 0.05 t de Student, control (n=6) y restringidas (n=7).
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1.18 Medidas morfométricas en las crias al nacimiento

Las medidas morfométricas, obtenidas un dia después del nacimiento: peso corporal, talla,
diametro cefalico, didmetro abdominal y distancia ano-genital, no presentan diferencias

significativas en ninguno de los casos, comparados con el control (tabla 4).
1.19 Crecimiento de las crias

El peso corporal de las crias se midié durante todo el periodo de lactancia, en el dia uno las
crias de madres control tuvieron un peso corporal de 5.90+0.18 g y las crias de madres
restringidas de 6.09+0.17 g, no hay diferencias significativas, sin embargo del dia 17 hasta el
dia 21 de lactancia se observan diferencias estadisticamente significativas de las crias de
madres restringidas vs las crias de madres control (P<0.05). De manera méas general al
comparar la pendiente (m) de la curva de crecimiento de las crias que provienen de madres
restringidas (m=1.65+0.1) es mayor que la de las crias provenientes de madres control
(m=1.31+0.04, P <0.05, figura 5).

El peso corporal de las crias que provienen de madres restringidas de proteina (68.5+2.5 g) en
la semana cuatro es mayor en comparacion con las crias provenientes de madres control
(59.1+2.7 g, P<0.05), en las semanas posteriores ya no hay diferencia de peso corporal entre
ambos grupos (figura 6). ElI consumo de alimento de las crias provenientes de madres
restringidas no fue diferente de las crias provenientes de madres control en las semanas 4, 8 y
12 (figura 7).
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Control Restringidas p

Peso corporal (g) 6 +0.1 6 +0.1 0.2

Talla (mm) 49.5 +0.1 48 +0.1 03

Diam cefalico (mm) 11 £0.1 11 £0.1 05

Diam abdominal (mm) 151+0.2 15+£0.3 0.2

Relacion diam ctafalico: diam 0.7 +0 1 0.7+ 0.1 0.2
abdominal

Dist. ano-genital{mm) 4.5 +0.1 45+0.1 0.7

Dist ano-genital (mm g ™) 0.8 £+0.1 0.7 £+0.1 0.6

Tabla 4.Medidas morfométricas de las ratas crias al nacimiento. Se muestra la mediate.e. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos, el valor de P se muestra en la tabla

t de Student. Control (n=6) y restringido (n=7).

45 -

40 - o R

35

25 m=1.65£0.10 1%
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15 A

Peso corporal (g)

10

m=1.31+0.04

0123456 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Edad (dias)

Figura 5. Peso corporal de la progenie, machos restringidos y control durante la lactancia. Se muestra
la mediate.e. *Diferencias significativas del dia 17 al dia 21 comparado con su control P<0.05 t de
Student, Tdiferencias en la comparacion de la pendiente (m) comparado con su control P<0.05 t de

Student. Control (C n=6) y restringidas (R n=7).
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Figura 6 Peso corporal después del destete (semana 4, 8 y 12). Se muestra la mediate.e. *Diferencias
significativas del grupo restringido comparado con su control en la semana cuatro P<0.05 t de Student.
Control (C n=6) y restringido (R n=7).
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Figura 7 Consumo de alimento después del destete (semana 4, 8 y 12). Se muestra la mediate.e. No
hay diferencias significativas entre grupos. Control (C n=6) y restringido (R n=7).
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1.20 Consumo elevado de carbohidratos

1.20.1 Peso corporal, consumo de alimento, agua, carbohidratos y calorias totales

El peso corporal no se encontrd afectado en la semana 22. El consumo de alimento en el grupo
C fue de 7.0+0.2 g, en el grupo R fue de 8.0+0.4, en el grupo CA fue de 4.9+0.2 g y en el
grupo RA fue de 5.7+£0.4 g por cada 100 g de peso corporal respectivamente, el consumo de
alimento disminuye por efecto de la dieta materna y el consumo elevado de carbohidratos
(tabla 5).

El consumo de agua en el grupo C fue de 15+3 mL, en el grupo R fue de 14+2 mL en el grupo
CA fue de fue de 363 mL y en el grupo RA fue de 262 mL por cada 100 g de peso corporal
respectivamente, por lo que los grupos con la dieta alta en carbohidratos beben mas agua. La
ingesta de carbohidratos en el grupo C fue de 2.8+0.1 g, el grupo R fue de 3.1+0.1 g, en el
grupo CA fue de 3.8£0.1 g y en el grupo RA fue de 3.7+0.1 g por cada 100 g de peso corporal
respectivamente, por lo que los grupos adicionados con sacarosa en el agua tienen un consumo

mayor de carbohidratos. Sin embargo el consumo de calorias no se modifica (tabla 5).
1.21 Pesoy caracteristicas histologicas del higado y tejido adiposo

1.21.1 Peso del higado

El peso del higado del grupo C fue de 12.4+0.5 g, del grupo R fue de 12.9+0.5 g, del grupo
CA fue de 13.4+0.5 g y en el grupo RA fue de 13.2+0.5 g. Sin diferencias significativas entre
grupos (figura 8).

1.21.2 Area del citoplasma de los hepatocitos

El 4rea del citoplasma de los hepatocitos del grupo C fue de 1933.9+11.1 pm?, del grupo R fue
de 198.2+10.3 pm?, del grupo CA fue de 235.2+11.1 pm? y del grupo RA fue de 205.9+10.3
um?. El anélisis estadistico muestra un aumento en el area del citoplasma de hepatocitos por

efecto del consumo elevado de carbohidratos (P<0.05, figura 9).
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En la figura 10 se aprecian las microfotografias de los cortes histologicos del tejido hepético,
se puede observar que en el citoplasma de los hepatocitos de los grupos CA y RA hay
acumulacién lipidica, lo cual es evidencia de estatosis hepatica, 1o que se observa en las
microfotografias es un panorama general de lo que apreciamos en las mayoria de los tejidos de
los cuatro grupos, en el grupo CA las acumulaciones lipidicas estdn més agrupadas en areas
mas pequefias del corte histolégico por lo que en el campo observamos mayor cantidad de
inclusiones lipidicas y en los cortes del grupo RA las inclusiones lipidicas se diseminan en

una area mayor del corte histolégico por lo que se aprecia con menor cantidad en un campo.
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Consumo de

Peso corporal Consumo de Consumo de . Calorias
Grupos . carbohidratos
(g) alimento (g) agua (mL) totales
(mL)
Control 400.5+15 7+0.2 1543 2.8+0.1 19+1
Restringido 412.8 +14 8104 14 +2 3.1+0.1 20+1
Control con azlicar 398.4+15 5+0.2 36 +£3 3.8+0.1 21+1
Restringido con azucar 422.7+14 6+04 26 £2 3.7+0.1 21+1
P para efecto de la dieta NS P<0.05 NS NS NS
materna
P fecto del
para electo del constime NS P<0.0001 P<0.0001 P<0.0001 NS

elevado de carbohidratos

P para la interaccion de
dieta materna * consumo NS NS NS NS NS
elevado de carbohidratos

Tabla 5. Peso corporal, ingesta de alimento, agua, carbohidratos y calorias durante el consumo elevado
de carbohidratos. Se muestra la media + e.e. Para el caso de consumo de alimento, agua, carbohidratos
y calorias estan ajustados por dia por cada 100 g de peso corporal. Los efectos de los factores se
muestran en la tabla, indicando el valor de P para el efecto que corresponda. ANOVA de dos vias F
3.25=15.78, P<0.0001. Control (n=6) y restringido (n=7).
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Peso (g)

DN

C R CA RA
Figura 8. Peso del higado. Se muestra la media + e.e. No hay diferencias significativas entre grupos,

ANOVA de dos vias F25=0.64, P=0.59. Subgrupos control (C n=6), restringido (R n=7), control
con azlcar (CA n=6), restringido con azucar (RA n=7).
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Figura 9. Area del citoplasma de los hepatocitos. Se muestra la media + e.e. El area de los hepatocitos
aumenta por efecto del consumo elevado de carbohidratos, ANOVA de dos vias F (3,5=2.83, p=0.03.
Subgrupos control (C n=6), restringido (R n=7), control con aztcar (CA n=6), restringido con azlcar
(RA n=7).
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Figura 10. Microfotografias de los cortes de tejido hepatico. Las flechas indican las vacuolas de grasa
acumuladas en el citoplasma de los hepatocitos (esteatosis hepatica).
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1.21.3 Inmunorrectividad anti 3-nitrotirosina en cortes de higado

El porcentaje de area marcada con 3-nitrotirosina del grupo C fue de 43.6+2.1 %, del grupo R
fue de 60.0+£5.0 %, del grupo CA fue de 52.3+2.6 %, y para el grupo RA fue de 69.8+2.3 %.
El porcentaje del area marcada con 3-nitrotirosina aumenta por efecto de la dieta materna
(P<0.001) y por efecto de la dieta alta en carbohidratos (P<0.05; figura 11).

En la figura 12 podemos apreciar las microfotografias de la inmunohistoquimica contra la 3-
nitrotirosina, evidenciada por el color marron que es sefialado por las flechas. En el control
positivo (A) podemos observar como es el marcaje contra la 3-nitrotironina, a diferencia del
control negativo (B) donde no se aprecia el color marrén. En las microfotografias el grupo
control (C) se observa una menor area con el color marron en comparacion con el grupo

restringido (R), control con azucar (CA) y restringido con azucar (RA).

80 -

(o))
o
I

% de area marcada
I
o
1

N
o
I

R CA RA

Figura 11. Inmunorreactividad anti 3-nitrotirosina en cortes de higado. Se muestra la media + e.e. El
porcentaje de area marcada aumenta por efecto del consumo elevado de carbohidratos (P<0.05) y por
efecto de la dieta materna (P<0.001), ANOVA de dos vias F,5=10.60, P=0.0002. Subgrupos control
(C n=6), restringido (R n=7), control con aztcar (CA n=6), restringido con aztcar (RA n=7).
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Figura 12. Microfotografias de la inmunohistoquimica contra la 3-nitrotirosina. Control positivo en
aorta de rata (A), control negativo en aorta de rata (B), subgrupos control (C), restringido(R), control
con azucar (CA) y restringido con azucar (RA). Las flechas sefialan la 3-nitrotirosina, identificada por
el color marrén.
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1.21.4 Area de las células del tejido adiposo

El 4rea de los adipocitos del 4rea gonadal del grupo C fue de 17224229 um?, del grupo R fue
de 2079+171 um?, del grupo CA fue de 28174636 pm? y del grupo RA fue de 2512+315 um>.
No se encontraron diferencias significativas entre grupos (figura 13). En la figura 14 se
aprecian las microfotografias de los adipocitos del tejido adiposo gonadal. Se observa que en
el grupo CA hay adipocitos con mayor area que en los otros grupos, pero tambien se observan

adipocitos con un tamario similar a los del grupo C, Ry RA.

4000 -

3000 [
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Figura 13. Area de las células del tejido adiposo gonadal. Se muestra la media + e.e. No hay
diferencias entre grupos, ANOVA de dos vias F25=2.82, P=0.062. Subgrupos control (C n=6),
restringido (R n=7), control con azicar (CA n=6), restringido con azucar (RA n=7).
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Figura 14. Microfotografias de los cortes histologicos del tejido adiposo gonadal de la rata macho.
Control (C), restringido (R), control con azlcar (CA) y restringido con azlcar (RA).



1.22 Parametros bioquimicos al sacrificio

1.22.1 Glucosa

La concentracion de glucosa en el grupo C fue de 127.9+3.0 mg/dL, del grupo R fue de
121.5+1.6 mg/dL, del grupo CA fue de 121.5+3.8 mg/dL y del grupo RA fue de 122.0+3.1
mg/dL. No se encontraron diferencias significativas entre grupos (figura 15).

1.22.2 Triglicéridos

La concentracion de triglicéridos en el grupo C fue de 59.3+10.5 mg/dL, del grupo R fue de
51.14£5.1 mg/dL, del grupo CA fue de 85.8£16.2 mg/dL y del grupo RA fue de 170.1+5.5
mg/dL. La concentracion de triglicéridos en sangre aumenta por efecto del consumo elevado
de carbohidratos (P<0.05; figura 16).

1.22.3 Colesterol

La concentracién de colesterol en el grupo C fue de 71.2+ 6.1 mg/dL, del grupo R 61.4+5.4
mg/dL, del grupo CA fue de 71.6£6.2 mg/dL y del grupo RA fue de 69.6+£3.8 mg/dL. No se

encontraron diferencias significativas entre grupos (figura 17).

1.22.4 Colesterol-HDL

La concentracidn de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) en el grupo C fue de
44.9+3.4 mg/dL, del grupo R fue de 32.3+2.4 mg/dL, del grupo CA fue de 49.3+4.2 mg/dL y
del grupo RA fue de 37.2+2.3 mg/dL. La concentracion de C-HDL en sangre disminuye por
efecto de la dieta materna (P<0.001; figura 18).
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Figura 15. Concentracion de glucosa previa al sacrificio. Se muestra la media + e.e. No hay
diferencias entre grupos, ANOVA de dos vias F3,3=1.008, P=0.40. Subgrupos control (C n=6),
restringido (R n=7), control con azucar (CA n=6), restringido con azlcar (RA n=7).
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Figura 16. Concentracion de triglicéridos séricos. Se muestra la media + e.e. La concentracion de
triglicéridos aumenta por efecto del consumo elevado de carbohidratos (P<0.05), ANOVA de dos vias

F.23=3.93, P=0.02. Subgrupos control (C n=6), restringido (R n=7), control con azlcar (CA n=6),
restringido con azucar (RA n=7).
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Figura 17. Concentracion de colesterol sérico. Se muestra la media + e.e. No hay diferencias entre

grupos, ANOVA de dos vias F3=1.36, P=0.28. Subgrupos control (C n=6), restringido (R n=7),
control con azlcar (CA n=6), restringido con azucar (RA n=7).
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Figura 18. Colesterol de lipoproteinas de alta densidad (C-HDL).Se muestra la media + e.e. La
concentracion de C-HDL disminuye por efecto de la dieta materna (P<0.001), ANOVA de dos vias
F.25=6.11, P=0.004. Subgrupos control (C n=6), restringido (R n=7), control con aztcar (CA n=6),
restringido con azucar (RA n=7).
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8. DISCUSION

En este estudio se han abordado los efectos sobre el higado, tejido adiposo y parametros
bioquimicos metabolicos que tiene la combinacion de restriccion de proteinas en la madre y
consumo elevado de carbohidratos en la progenie. Uno de los protocolos més estudiados en la
rata, para estudiar trastornos metabolicos en la edad adulta es la restriccion de proteina durante

la gestacion.
1.23 Efecto de la restriccion proteinica en la rata gestante

El contenido de proteina normal en la dieta de la rata representa aproximadamente el 20 % de
toda la composicién. En este trabajo se realizo restriccion de proteina del 50 % total en la
dieta. Con la restriccion de proteina del 50 % durante la etapa de la gestacion no observamos
cambios en el peso corporal de las ratas gestantes, lo que concuerda con los resultados
obtenidos de consumo de alimento donde no hubo diferencia. Lo anterior indica que el peso
corporal de la madre no se ve modificado por la restriccion de proteina al 50 % en la dieta
durante los 21 dias de gestacion, sin embargo el peso corporal no indica cual es la
composicion corporal de la rata gestante, hasta la fecha se desconoce la composicion corporal
de las ratas sometidas a 50 % de restriccion de proteinas durante la gestacion. No obstante en
un trabajo donde se evalu6 la composicion corporal de machos adultos con 50 % de proteina
en la dieta no muestra cambios en la cantidad de proteinas, lipidos y cenizas que componen las
carcasas (Du y cols. 1999). Lo cual sugiere que algo similar sucedié en nuestros animales. Por
lo que es necesario determinar el estado de composicion corporal de las ratas gestantes con
esta cantidad de proteina en la dieta.

1.24 Efecto de la restriccion proteinica gestacional en la progenie

En los estudios epidemioldgicos se relaciond la disminucion del crecimiento fetal con las
alteraciones metabolicas en la vida adulta entre otras esta un aumento en la presion sanguinea
(Barker y cols. 1990), aumento de colesterol total, disminucion de lipoproteinas de baja

densidad (Barker y cols. 1993) e intolerancia a la glucosa (McCance y cols. 1994).
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En este trabajo se evaluaron los indicadores de crecimiento fetal de la rata al momento del
nacimiento. En la comparacion de estos indicadores no encontramos diferencias significativas
del grupo restringido comparado con el control, por lo que no hay evidencia de la restriccion
del crecimiento fetal. Dichos indicadores son: peso corporal, talla, diametro cefalico y
didmetro abdominal, por lo anterior nuestros resultados difieren de otros trabajos donde
disminuye el peso corporal al momento del nacimiento con restriccion de proteinas del 50 %
(Guzman y cols. 2006), 55 % (Langley-Evans 2000) y 60 % (Qasem Yy cols. 2010). Sin
embargo también existe evidencia en estudios experimentales donde no se ha encontrado
diferencia en el peso corporal de las ratas sometidas a restriccion de proteina (Brawley y cols.
2003; Harrison y Langlye-Evans 2009), lo cual sugieren una asociacion directa entre la
restriccion de proteinas durante la gestacion y las enfermedades en la vida adulta y que no

siempre depende del peso al momento del nacimiento (Langley-Evans 2006).

1.25 Efecto de la restriccion proteinica gestacional y consumo elevado de carbohidratos
sobre la histologia del higado

La fuente para la sintesis novo de triglicéridos son los carbohidratos, esta sintesis se
lleva a cabo en su mayoria en el citoplasma de los hepatocitos (Schumm 1989, Nelson y Cox
2001) en este trabajo se evaluaron cambios en el tamafio de los hepatocitos, encontramos un
cambio de tamafio por efecto del consumo elevado de carbohidratos, hasta la fecha no hay
trabajos que evallen el tamafio de los hepatocito en funcion a la restriccion proteinica materna
o al elevado consumo de carbohidratos. Nosotros encontramos acumulacion de grasa en el
citoplasma de los hepatocitos del grupo CA y RA lo que nos hace sugerir que el aumento en el
tamafio de los hepatocitos puede ser por la acumulacion de micro vesiculas de grasa y ser un
estadio temprano de esteatosis hepatica, debido al aumento en la sintesis de triglicéridos y
liberacion de los mismos por el higado, ya que el aumento de la sintesis y liberacion esta
marcado por el aumento de los mismos en sangre (Herzberg y Rogerson 1988). Lo anterior
nos indica que el 5 % de sacarosa en el higado es suficiente para la aparicion de esteatosis
hepatica.
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Otro factor que contribuye a la acumulacién de grasa hepética es la resistencia a la
insulina (Postic y Girard 2008, Trauner y cols. 2010). La resistencia a la insulina es
comunmente evaluada por el Homeostasis Model Assesment (HOMA), que es una técnica para
evaluar la funcion de las células beta pancreaticas y la liberacion de glucosa en el higado por
medio de la relacion entre glucosa e insulina en un estado basal (Wallace y cols. 2004). Por
otro lado puede haber una resistencia hepatica a la insulina sin que haya resistencia a la
insulina en tejidos periféricos (Kim y cols. 2001), lo cual no puede ser evaluado por el
HOMA. Debido a la incertidumbre acerca del por qué el aumento de tamafio de los
hepatocitos de las ratas con agua azucarada, en un trabajo doctoral realizado de manera
paralela a este, se evalla la cantidad de grasa acumulada en las células hepéticas para

confirmar nuestra sugerencia del posible aumento del area de los hepatocitos.

1.26 Efecto de la restriccion proteinica gestacional y consumo elevado de carbohidratos

sobre el tejido adiposo

El tejido adiposo constituye una de las reservas de energia del organismo, el principal
componente de las células del tejido adiposo son triglicéridos, estos ultimos son hidrolizados
por medio de la enzima lipasa que los separa en sus compuestos basicos, tres acidos grasos y
un glicerol, que son excretados de estas células al torrente sanguineo y transportadas a las
células de otros tejidos con el fin de obtener energia proveniente de los lipidos (Schumm 1998,
Nelson y Cox 2001) como ya se menciond los é&cidos grasos y triglicéridos, pueden ser
formados en el higado a partir de carbohidratos, excretados al torrente sanguineo y
transportado para su uso en otros tejidos o almacenarlos en como reserva energética en las
células del tejido adiposo. En este trabajo se determind el tamafio de las células del tejido
adiposo, los resultados indican que no hay aumento en el tamafio de las células del tejido. El
almacenamiento de triglicéridos en estas células provoca una hipertrofia (Postic y Girdard
2008). En este trabajo no se encontrd efecto de los factores sobre el tejido adiposo. Sin
embargo en la grafica existe una tendencia donde las células del tejido adiposo de los animales

CA 'y RA sean més grandes.
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El tejido adiposo es un 6rgano endocrino activo que secreta moléculas cominmente
referidas como adipoquinas, que incluyen varias citoquinas, entre ellas la leptina. La leptina es
una hormona peptidica codificada por el gen ob que es producida y secretada por las células
del tejido adiposo blanco. Se ve involucrado en diversas funciones entre otras, el control de la
ingesta de alimento y gasto de energia, (Margetic y cols. 2002), existe evidencia que la
restriccion de proteinas (Zambrano y cols. 2006) al igual que el consumo elevado de sacarosa
(Selenscig y cols. 2010) aumenta la concentracion de leptina en la edad adulta de las ratas. Por
lo que se hace necesario indagar sobre los efectos que tiene esta manipulacion sobre las

concentraciones séricas de leptina, debido a la informacion escasa.

1.27 Efecto de la restriccion proteinica gestacional y consumo elevado de carbohidratos

sobre el dafio oxidativo en higado

Actualmente se ha hecho una estrecha relacion entre las enfermedades metabdlicas y la
aparicion de estrés y dafio oxidativo. Existe evidencia de que ratas con alteraciones
metabdlicas tienen padecen de estrés oxidativo y nitrasivo (Yamaguchi y cols. 2006)

Uno de los factores que contribuye a la aparicion de estrés oxidativo es la restriccion
de proteinas ya que se ha propuesto una asociacién entre actividad de las enzimas y el dafio
oxidativo (Langley-Evans y Sculley 2005) lo cual concuerda con nuestros resultados, por que
encontramos un porcentaje de area inmunorreactiva contra la 3-nitrotirosina en higado por
efecto de la dieta prenatal y el consumo elevado de carbohidratos. Nuestros hallazgos
refuerzan los resultados encontrados por otros autores debido a la restriccion de proteinas. El
fendmeno anterior ocurre cuando disminuye la cantidad de enzimas antioxidantes y aumentan
las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno que causan la oxidacién y nitracion de proteinas,

lipidos, ADN y carbohidratos, el estado anterior se conoce como estrés oxidativo.

Hasta la fecha no se han encontrado los mecanismos por medio de los cuales las
alteraciones metabdlicas influyen en un incremento en la nitracién de proteinas y en general
del estrés oxidativo, sin embargo las relaciones de un aumento en la nitracion de proteina en el
higado ha sido propuesto por el exceso en la liberacion de &cidos grasos por la mitocondria, lo

cual eleva el consumo de oxigeno por la beta oxidacion y la cadena transportadora de
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electrones. Por consiguiente la reduccion univalente del oxigeno da como resultado
intermediarios de la reduccion, uno de ellos es el radical anion superoxido (O,7), que al unirse
con el oxido nitrico (NO) forman el radical peroxinitrito (ONOQ), que es el principal radical

para nitrar proteinas (Mantena y cols 2009).

1.28 Efecto de la restriccion proteinica gestacional y consumo elevado de carbohidratos
sobre el metabolismo

1.28.1 Metabolismo de glucosa

La concentracién de glucosa en sangre de los cuatro grupos (C, R, CA, RA) no muestra
diferencias entre ellos al momento del sacrificio, lo cual nos sugiere que no hay alteracion del
metabolismo de carbohidratos en ratas que provienen de madres con restriccion de proteina

durante la gestacion y que en la vida adulta ingieren una cantidad elevada de carbohidratos.

En otros trabajos, de ratas que provienen de madres sometidas a restriccion de
proteinas durante la gestacion, muestran la alteracion del metabolismo de carbohidratos a los
nueve meses de edad. En estas ratas se realizo una prueba de tolerancia a la glucosa, en los
primeros diez minutos después de la carga de glucosa el grupo restringido es diferente del
control, pero no las mediciones posteriores (Langley y cols. 1994). Sin embargo las
alteraciones del metabolismo de carbohidratos son mas evidentes cuando las ratas que
provienen de madres con restriccion de proteina son valoradas en la vejez (Petry y cols. 2001,

Fernandez-Twinn y cols. 2005).

La concentracion de la glucosa es regulada por la insulina, esta es una hormona
secretada por el pancreas endocrino. La glucosa estimula la secrecion de insulina por el
pancreas y en consecuencia se mantienen las concentraciones de glucosa normales. En otros
trabajos el peso del pancreas y el contenido total de insulina en el mismo disminuye por la
restriccion proteinica, lo cual nos indica que para la evolucion de las alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos es necesario indagar en la histologia pancreatica, realizar
pruebas de tolerancia a la glucosa e insulina y no solo evaluar la concentracion basal de la

glucosa (Latorraca y cols. 1998). Se ha mostrado que en ratas que provienen de madres

44



sometidas a restriccion de proteina mas severa durante la gestacion, disminuye la
concentracion de glucosa. Lo anterior sugiere que en el grupo restringido hay una mayor
sensibilidad a la insulina (Latorraca y cols. 1998), lo anterior puede explicar el porqué no se

modifica la concentracion de glucosa en nuestros grupos.

En ratas adultas, con un consumo elevado de carbohidratos, aumenta la concentracion
de glucosa, insulina (Alexander y cols. 2004, Herman y cols. 2008) e indice de resistencia a la
insulina (Jong-Yeon y cols. 1999, Gou-Chun y cols. 2010). Sin embargo para este trabajo no
se realiz6 una medicién de insulina. Los hallazgos en este trabajo fueron que la concentracién
de glucosa no se ve afectada por la restriccion de proteina en la dieta materna ni por la dieta
alta en carbohidratos en la vida adulta de la progenie. Nuestro modelo tiene diferencias en
comparacion con otros trabajos realizados como por ejemplo el tiempo de exposicion a la dieta
alta en carbohidratos, existen reportes que el tratamiento inicia en el destete y terminan a las
21 semanas de edad y a una concentracion de sacarosa en el agua del 30 %. En nuestro modelo
la exposicion a la dieta alta en carbohidratos es de sélo 10 semanas e inicia en la vida adulta
de las ratas (3 meses de edad) y la concentracidn de sacarosa en el agua es del 5 %. Una de las
razones del por qué no aumentamos la concentracion de sacarosa en el agua es porgue en
nuestro laboratorio probamos diferentes concentraciones de sacarosa en el agua (5, 15 y 30 %)
y observamos que entre mayor es la concentracion de sacarosa menor es el consumo de
alimento (datos no mostrados), lo cual causaria una confusion en los resultados obtenidos por
que al disminuir el consumo del alimento disminuye el consumo de lipidos y proteinas por lo
que los datos obtenidos serian una combinacion de la restriccion de proteina materna,
disminucion del consumo de macronutrientes y el consumo elevado de carbohidratos. Lo
anterior puede ser una explicacion del por qué el consumo elevado de carbohidratos en la vida

adulta no altero la concentracion de glucosa sérica.

Por lo anterior podemos decir, que con este modelo, se debe realizar un trabajo donde
se considere la histologia del pancreas, pruebas de tolerancia a la glucosa e insulina para
verificar o en su caso evidenciar alteraciones tempranas en que puedan afectar el metabolismo

de los carbohidratos.
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1.28.2 Metabolismo de triglicéridos

En este trabajo la concentracion de triglicéridos en las ratas no se ve modificado por efecto de
la restriccion de proteina que tuvieron las madres durante el periodo de gestacién. Sin
embargo los resultados obtenidos indican un aumento en la concentracion de triglicéridos por
efecto de la dieta alta en carbohidratos, lo que nos indica que la restriccién proteinica
gestacional no tiene efecto sobre las concentraciones de triglicéridos en esta etapa de la vida
de la rata, sin embargo Erhuma y cols. En el 2007 indican un aumento de triglicéridos en el
plasma y en el higado por efecto de la restriccion de proteina durante el periodo de gestacion
en animales de 18 meses de edad. Los hallazgos de este trabajo en la concentracion de
triglicéridos concuerdan con trabajos realizados en ratas con elevado consumo de
carbohidratos (sacarosa, El Hafidi y cols. 2000, Alexander y cols. 2004), donde las
concentraciones de triglicéridos en sangre se encuentran elevadas. Lo anterior se puede
explicar por el consumo excesivo de carbohidratos, el exceso de este micronutriente es
sintetizado en el higado a triglicéridos para ser almacenado en el tejido adiposo como una

reserva energeética.

1.28.3 Metabolismo de colesterol

El aumento del colesterol en sangre esta condicionado por la ingesta de este en la dieta y por la
fuente enddgena, esta Gltima tiene lugar en el citoplasma de los hepatocitos, a partir de
mevalonato que se forma por tres unidades de acetil coenzima A (acetil-CoA). La fuente
principal de la acetil-CoA son las vias de la glicolisis a partir del piruvato y la beta oxidacién
(Schumm 1998, Nelson y Cox 2001). Al momento del sacrificio cuando evaluamos las
concentraciones de colesterol en sangre no encontramos efecto de los factores sobre las
concentraciones de colesterol, una sugerencia metodoldgica para trabajos posteriores es
evaluar la cantidad y actividad de las enzimas que controla la sintesis de colesterol como la f3-
hydroxi-p-metilglutaril-CoA reductasa, acil CoA colesterol aciltransferasa y la 7 a-hidroxilasa,
ya que Nai-Wen y cols. en el 2005 demuestran que la acil CoA colesterol aciltransferasa y la 7
a-hidroxilasa aumentan su actividad, mientras la B-hydroxi-B-metilglutaril-CoA reductasa
disminuye la actividad (Nai-Wen y cols. 2005). Lo anterior es una condicionante para la

desregulacion de las concentraciones de colesterol en el plasma.
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1.28.4 Metabolismo de colesterol de lipoproteinas de alta densidad

En la concentracion de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (C-HDL)
encontramos disminuidas las concentraciones plasmaticas por efecto de la dieta materna
restringida en proteinas. El hecho anterior contrasta con los resultados obtenidos por un
consumo elevado de carbohidratos ya que disminuye la concentracion de C-HDL (Alexander y
cols. 2004). Sin embargo la disminucion en la concentracion de C-HDL, se sugiere que hay
riesgo ateroesclerotico, ya que por ejemplo en humanos se ha reportado que la disminucién de

C-HDL es un marcador de riesgo para enfermedades cardiovasculares (Barter y cols. 2007).
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9. CONCLUSION

Con este trabajo concluimos que la combinacion de restriccion proteinica gestacional en la
madre y el consumo de agua azucarada en la vida adulta de la progenie provocan en el higado
alteraciones histologicas y aumenta la inmunorreactividad contra la 3-nitrotirosina, del mismo
modo provoca alteraciones bioquimicas, pero sin ser més drasticas que la progenie que
provienen de ratas sometidas a restriccion de proteinas durante la gestacion ¢ ratas que en la

vida adulta son alimentadas con una dieta alta en carbohidratos.

48



10.REFERENCIAS

Aguilar-Salinas CA, Rojas R, Gdmez-Pérez FJ, Valles V, Rios-Torres JM, Franco A, Olaiz G,
Rull JA, Sepulveda J. 2004. High Prevalence of Metabolic Syndrome in Mexico.
Archives of Medical Research. 35: 76-8.

Alexander A, Hernandez G, Lara M, Angulo O, Oliart R. 2004. Effects of fish oil on
hypertension, plasma lipids, and tumor necrosis factor- a in rats with sucrose-induce
metabolic syndrome. Joural of Nutrition and Biochemestry. 15:350-357.

Barker DJ y Osmond C. 1986. Infant mortality, childhood, and ischaemic heart disease in
England and Wales. Lancet. 10: 1077-1081. (Solo abstract)

Barker DJP, Bull AR, Osmond C, Simmonds SJ. 1990. Fetal and placental size and risk of
hypertension in adult life. British Medical Journal. 301: 259-62.

Barker DJP, Martyn CN, Osmond C, Hales CN, Fall CHD. 1993. Growth in utero and serum
cholesterol concentrations in adult life. Britosh Medical Journal. 307: 1524-1527.

Barter P, Gotto AM, LaRosa JC, Maroni J, Szarek M, Grudy SM, Kastelein JJ; Bittner V,
Jean-charles F.2007. HDL cholesterol, very low levels of LDL cholesterol, and
cardiovascular events. Th e New England Journal of Medicine. 357:1301-1310.

Bertram CE y Hanson AM. 2001. Animal models and programming of the metabolic
syndrome. British Medical Bulletin. 60: 103-121.

Bonatto F, Polydoro M, Everton AM, Conte FM, Dal-Pizzol F, Nanci RL, Onofre SD, Luiz
PM, Fonseca MJ. 2005. Effect of protein malnutrition on redox state of the
hippocampus of rat. Brain Research. 1042: 17-22.

Brawley L, Itoh S, Torrens C, Barker A, Bertram C, Poston L, Hanson M. 2003. Dietary
protein restriction in pregnancy induces hypertension and vascular defects in rat male
offspring. International Pediatric Research Foundation, Inc. 54: 83-90.

Bugianesi E, McCullough AJ, Marchesini G. 2005. Insulin resistance: a metabolic pathway to
chronic liver disease. Hepatology. 42: 987-1000.

Cox MM vy Nelson DL. 2001. Glycolysis, gluconeogenesis and the pentose phosphate
pathway. En: Principles of Biochemistry, Lenhninger. Editorial Omega. pp. 521-533.

Cox MM y Nelson DL. 2001. Lipid biosynthesis. En: Principles of Biochemistry, Lenhninger.
Editorial Omega. pp. 631-642.

Cuevas L, Rivera J, Shama T, Gonzalez T, Moreno L, Avila M. 2007. Estado Nutricio “En”
Resultados de Nutricion de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006. Primera
edicion. Instituto Nacional de Salud Publica. México DF.

Desai M, Crowther NJ, Lucas A, Hales N. 1996. Organ-selective growyh in the offspring of
protein restricted mothers. British Journal of Nutrition. 76: 591-603.

49



Du F, Higginbotham D, White D. 1999. Food intake energy balance and serum leptin
concentration in rats fed low-protein diets. Biochemical and Molecular Action of
Nutrients. 13: 225.

Duran P. 2004. Nutricion temprana y enfermedades en la edad adulta: acerca de la “hipotesis
de Barker”. Archivos Argentinos de Pediatria. 102: 1-14.

El Hafidi M, Cuellar A, Ramirez J, Bafios G. 2001. Effect of sucrose addition to drinking
water, that induces hypertension in the rats, on liver microsomal A9 and AS5S-

desaturase activities. Journal of Nutrition and Biochemestry 12: 396-403.

El Hafidi M, Valdez R, Bafios G. 2000. Posible relationship between altered fatty acid
composition of serum platelets, and aortaand hypertension induced by sugar feeding
in rats. Clinical and Experimental Hypertension. 22: 99-108.

El-Dwairi A, Comtois Guo Y, Hussain SN. 1998. Endotoxin-induced skeletal muscle
contractile dysfunction: contribution of nitric oxide synthases. American Journal of
Physiology - Cell Physiology. 274: 770-779.

Erhuma A, Salter AM, Sculley DV, Langley-Evans SC, Bennett A. 2007. Prenatal exposure to
a low protein diet programmes disordered regulation of lipid metabolism in the
ageing rat. American Journal of Physiology Endocrinology Metabolism. 292: 1702—
1714,

Fernandez-Twinn DS, Watman A, Ekizoglou S, Martin MS, Hales CN, Ozanne SE. 2005.
Maternal protein restriction leads to hyperinsulinemia and reduced insulin-signaling
protein expression in 21-mo-old female rat offspring. The American Journal of
Physiology - Regulatory, Integrative and Comparative Physiology. 288: R368—R373.

Ferranti D y Mozaffarian D. 2008. The perfect storm: obesity, adipocyte dysfunction, and
metabolic consequences. Clinical Chemistry. 54: 945-955.

Garofano A, Czernichow P, Bréant B. 1997 In utero undernutrition impairs rat beta-cell
development. Diabetology. 40: 1231-1234.

Geronikaki AA, Gavalas MA. 2006. Antioxidants and inflammatory disease: synthetic and
natural antioxidants with anti-Inflammatory activity. Combinatorial Chemistry and
High Throughput Screening. 9: 425-442.

Gongcalves LA, Boldrini SC, Capote TSO, Binotti CB, Azeredo RA, Martini DT, Rosenberg B,
Bautz WG, Liberti EA. 2009. Structural and ultra-structural features of the first
mandibular molars of young rats submitted to pre and postnatal protein deficiencies.
The Open Dentistry Journal. 3: 125-13.

Gou-Chun C, Chun-Yin H, Mei-Yu C, Chi-Hua C, Shiow-Wen C, Ching-jang H, Pei-Min C.
2010. Two unhealthy dietary habits featuring a high fat content and a sucrose-
containing beverage intake, alone or in combination, on inducing metabolic syndrome
in Wistar rats and C57BL/6J mice. Metabolism Clinical and Experimental. En prensa.

Guzman C, Cabrera R, Cardenas M, Larrea F, Nathanielsz PW, Zambrano E. 2006. Protein
restriction during fetal and neonatal development in the rat alters reproductive

50



function and accelerates reproductive ageing in female progeny. Journal of
Physiology. 572: 97-108.

Hales CN y Barker DJP. 2001. The thrifty phenotype hypothesis. British Medical Bulletin. 60:
5-20.

Hales CN, Barker DJP, Clark PMS, Cox LJ, Fall C, Osmond C, Winter PD. 1991. Fetal and
infant growth and impaired glucose tolerance at age 64. Bitish Medicla Journal. 303:
1019-22.

Harrap SB. 1994. Public health, cardiovascular disease and molecular biology. Kidney
International. 46: 1546-1549.

Harrison M y Langley-Evans. 2009. Intergenerational programming of impaired
nephrogenesis and hypertension in rats following maternal protein restriction during
pregnancy. British Journal of Nutrition. 101: 1020-1030.

Herman M, Kamari Y, Grossman E, Yeger G, Peleg E, Shabtay Z, Shamiss A, Sharabi Y.
2008. Metabolic syndrome: Comparison of the two commonly used animal models.
American Journal of Hypertension. 21: 1018-1022.

Herzberg G, Rogerson M. 1988. Hepatic fatty acid synthesis and triglyceride secretionin rats
fed fructose- or glucose-based diets containing corn oil, tallow or marine oil. Journal
of Nutrition. 118: 1061-1067.

Jong-Yeon K, Nolte LA, Hansen PA, Dong-Ho H, Kaeanaka K, Holloszy JO. 1999. Insulin
resistance of muscle glucose transport in male and female rats fed a high-sucrose diet.
The American Journal of Physiology Regulatory Integrative and Comparative
Physiology. 276: 665-672.

Kagota S, Tada Y, Nejime N, Nakamura K, Kunitomo M, Shinozuka K. 2009. Chronic
production of peroxinitrite in the vascular wall impairs vasorelaxation function in
SHR/NDmcr-cp rats, an animal model of metabolic syndrome. Journal of
Pharmacology Science. 109:556-564.

Kahn BB y Filer SJ. 2000. Obesity and insulin resistance. The journal of clinical investigation.
106: 473-481.

Kahn R, Buse J, Ferrannini E, Stern M. 2005. The metabolic syndrome: Time for a critical
appraisal. Diabetologia 48:1684-1699.

Kavanagh K, Jones KL, Sawyer J, Kelley K, Carr JJ, Wagner JD, Rudel LL. 2007. Trans fat
diet induces abdominal obesity and changes in insulin sensitivity in monkeys.
Obesity.15: 1675-1684.

Kim JK, Fillmore JJ, Chen Y, Yu C, Moore IK, Pypaer M, Lutz EP, Kakos Y, Velez Carrasco
W, Goldber 1J, Breslow JL, Shulman GI. 2001. Tissue-specific overexpression of
lipoprotein lipase causes tissue-specific insulin resistance. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America. 98: 7522—-7527.

51



Langley SC, Richard F, Browne, Alan AJ. 1994. Altered glucose tolerance in rats exposed to
maternal low protein diets in utero. Comarative. Biochemestry Physiology. 109a:
223-229.

Langley-Evans SC. 2000. Critical differences between two low protein diet protocols in the
programming of hypertension in the rat. International Journal of Food Sciences and
Nutrition. 51:11-17.

Langley-Evans SC. 2004. Fetal programming of adult disease: an overview. En fetal nutrition
and adult disease programming of chronic disease thought fetal exposure to
undernutrition. Editorial CABI Publishing. pp 2.

Langley-Evans SC y Sculley V. 2005. Programming of hepatic antioxidant capacity and
oxidative injury in the ageing rat. Mechanisms of Ageing and Development. 126: 804-
812.

Langley-Evans SC. 2006. Developmental programming of health and disease. Proceedings of
the Nutrition Society. 65: 97-105.

Latorraca MQ, Carneiro EM, Boschero AC, Mello MAR. 1998. Protein deficiency during
pregnancy and lactation impairs glucose-induced insulin secretion but increases the
sensitivity to insulin in weaned rats. British Journal of Nutrition. 80: 291-297.

Mantena S, Vaughn D, Andringa K, Eccleston H, King A, Abrams G, Doeller J, Kraus D,
Darley-Usmar V, Bailey S. 2009. High fat diet induces dysregulation of hepatic
oxygen gradients and mitochondrial function in vivo. Biochemistry Journal. 417: 183-
193.

Margetic S, Gazzola C, Pegg GG, Hill RA. 2002. Leptin: a review of its peripheral actions and
interactions. International Journal of Obesity. 26: 1407-1433.

McCance DR, Pettitt DJ, Hanson LR, Jacobsson TL, Knowler WC, Bennett HP. 1994. Birth
weight and non-insulin dependent diabetes: thrifty genotype, thrifty phenotype, or
surviving small baby genotype?. British Medical Journal.308: 942-942.

Mifiana-Solis MC y Carolina E. 2007. Incresed suceptibility to metabolic alterations in Young
adult females exposed to early malnutrition. Intenational Journal of Biological
Science. 3: 12-19.

Mifiana-Solis MC y Escobar C. 2008. Post-weaning protein malnutrition in the rat produces
short and long term metabolic impairment, in contrast to earlier and later periods.
International Journal of Biological Science. 4: 422-432.

Nai-Wen CT, Chen-Ten W, Fei-Na C, Po-Chao H. 2005. Effect of dietary ratios of fatty acids
on cholesterol metabolism in rats and on low-density lipoprotein uptake in
hepatocytes. Nutrition Research. 25: 781-790.

Ozanne ES y Hales N. 1999. The long-term consequences of intra-uterine protein malnutrition
for glucose metabolism. Proceedings of the Nutrition Society. 58: 615-619.

52



Pereyra-Mufioz N, Rugerio-Vargas C, Angoa-Pérez, Borgonio-Pérez, Rivas-Arancibia S.
2006. Oxidative damage in substantia nigra and striatum of rats chronically exposed
to ozone. Journal of Chemical Neuroanatomy. 31: 114-123.

Petry CJ, Ozanne SE, Hales CN. 2001. Programming of intermediary metabolism. Molecular
and Cellular Endocrinology. 185: 81-91.

Postic C y Girard J. 2008. Contribution of the novo fatty acid synthesis to hepatic steatosis and
insulin resistance: lesson from genetically engineered mice. Science in Medicine. 118:
829-838.

Qasem RJ, Cherala G, D’mello AP. 2010. Maternal protein restriction during pregnancy and
lactation in rats imprints long-term reduction in hepatic lipid content selectively in the
male offspring. Nutrition Research. 30: 410-417.

Rey J, Bresson JL, Abadie V. 1994. Nutrition, a model of interaction between genetic and
environmental factors. Archives de Pédiatrie. 1: 5-10.

Rodford L, Torrens C, Siow C, Mann E, Hanson A, Clough F. 2008. Endothelial dysfunction
and reduced antioxidant protection in an animal model of the developmental origins
of cardiovascular disease. Journal of Phisiology. 586: 4709-4720.

Sahin S, GUmiusli S. 2007. Inmobilization stress in rat tissues: Alterations in protein oxitation,
lipid peroxitation and antioxidant defense system. Comparative Biochemistry
Physiology part. 144: 342-347.

Schumm DE.1989. Degradacion de lipidos: Vias centrales. En: principios de bioquimica.
Editorial. EI Manual Moderno. México DF. pp. 260-309.

Schumm DE.1989. Metabolismo de Los carbohidratos: Vias centrales. En: principios de
bioquimica. Editorial. EI Manual Moderno. México DF. pp. 187-259.

Seckl JR. 1998. Physiologic programming of the fetus. Clinical Perinatology. 25: 939-962.

Selenscig D, Rassi A, Chicco A, Lombardo YB. 2010. Increased leptin storage with altered
leptin secretion from adipocytes of rats with sucrose-induced dyslipidemia and
insulin resistance: effect of dietary fish oil. Metabolism Clinical and Experimental.
59: 787-795.

Stevens G, Dias R, Thomas J, Rivera J, Carvalho N, Barquera S, Hill K, Ezzati M. 2008.
Characterizing the epidemiological transition in Mexico: national and subnational
burnen of diseases, injuries, and risk factors. PLos Medicine. 5: 900-0910.

Taheri S, Lin L, Austin D, Young T, Mignot E. 2004. Short sleep duration is associated with
reduced leptin, elevated ghrelin, and increased body mass index. PLoS Medicine.
1:e62.

Trauner M, Arrese M, Wagner M. 2010. Fatty liver and lipotoxicity. Biochemica et Biophysica
Acta. 1801: 299-310.

53



Tung T, Nguyero MD, Vishwanath MD. 2007. Enfermedad hepatica. En: Fisiopatologia
medica: introduccion a la medicina clinica. McPhee SJ y Ganong WF (eds) Editorial.
El Manual Moderno. Mexico Df. pp 389-391.

Wallace TM, Levy JC, Matthews DR. 2004. Use and abuse of HOMA modeling. Diabetes
Care.27: 1487-1495.

Yamaguchi Y, Yoshikawa N, Kagota S, Nakamura K, Haginaga J, Kunitomo M. 2006.
Elevated circulating levels of markers of oxidative nitrative stress and inflammation
in a genetic rat model of metabolic syndrome. Nitric Oxide 75: 380-386.

Yates Z, Tarling J, Langley-Evans S, Salter M. 2009. Maternal undernutrition programmes
atherosclerosis in the apo E*3 leiden mouse. British Journal of Nutrition. 10 :1185-
1194,

Zambrano E, Bautista CJ, Deas M, Martinez-Samayoa PM, Gonzéalez-Zamorano M, Ledesma
H, Morales J, Larrea F, Nathanielsz PW. 2006. A Low maternal protein diet during
pregnancy and lactation has sex-and window of exposure-specific effects on offspring
growth and food intake, glucose metabolism and serum leptin in the rat. Journal of
Physiology. 571: 221-230.

Zambrano E, Rodriguez-Gonzalez GL, Guzméan C, Garcia-Becerra, Boeck L, Diaz L,
Menjivar M, Larrea F, Nathanielsz PW. 2005. A maternal low protein diet during
pregnancy and lactation in the rat impairs male reproductive development. Journal of
Physiology. 15: 275-284.

54



11.GLOSARIO

10.
11.

12.

13.

14.

Genotipo: Conjunto de los genes de un individuo, incluida su composicién alélica.
Fenotipo: es la expresion del genotipo en un determinado ambiente.

Resistencia a la insulina: Hiperinsulinemia compensatoria para mantener las
concentraciones de glucosa normal.

Esteatosis hepéatica no alcohdlica: Acumulacion de grasa en el citoplasma de los
hepatocitos por una etiologia diferente al consumo de alcohol.

Cirrosis hepética: Reemplazo del parénquima del higado, por un tejido fibroso.
Estrés oxidativo: desbalance entre los radicales libres y antioxidantes a favor de los
radicales libres.

Radical libre: Molécula que en el ultimo orbital tiene un electron desapareado lo cual
le confiere una alta reactividad.

Endotoxemia: Presencia de una endotoxina en la sangre, producida por una bacteria,
compuesta por lipidos y polisacaridos.

3-nitrotirosina: Producto de la nitracion de los restos de tirosina.

3-clorotirosina: Producto de la cloracion de los restos de tirosina.

Mieloperoxidasa: es una enzima peroxidasa, produce acido hipoclorosa (HOCI) a
partir de perdxido de hidrogeno (H,O>) y anion cloro (CI-).

Oxido nitrico sintasa: son un grupo de enzimas responsables de transformar la L-
arginina en éxido nitrico (NO) en una catalisis organica de oxidorreduccidn, sin gasto
de energia.

Malnutricién: cualquier alteracién nutricional tanto por exceso, por deficiencias o
desequilibrio.

Epigenético: factores no genéticos que intervienen en la determinacion de la
ontogenia.
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12.ANEXOS

1.29 Anexo 1. Deshidratacion del tejido hepatico

1. Después de la diseccion, mantener el tejido en formalina neutra al 10 % al menos 24
horas.

2. Sacar el tejido de la formalina y cortarlo de acuerdo a la porcién que se va a
deshidratar.

3. Realizar la deshidratacion de acuerdo a la lista siguiente, cuidando de que la solucion

cubra ligeramente el tejido y mantener en agitacion.

No de Solucion y . .
solucion. concentracion Tiempo en minutos
1 Etanol 60 % 15 min
2 Etanol 70 % 20 min
3 Etanol 80 % 20 min
4 Etanol 80 % 30 min
5 Etanol 96 % 30 min
6 Etanol 96 % 30 min
7 Etanol 100 % 30 min
8 Etanol 100 % 30 min
9 Etanol 100% - Xileno 30 min
10 Xileno 30 min
11 Xileno 30 min

4. Posteriormente se colocan en paraplast X-tra (McCormick) por 30 min.
5. Se realiza otro cambio de paraplast X-tra (McCormick) y se deja por 4 horas.

6. Incluir los tejidos con paraplast limpio y dejar que solidifiquen.

NOTA: Previamente poner a licuar el paraplast en el horno a una temperatura maxima de 56
°C
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1.30 Anexo 2. Deshidratacion del tejido adiposo

1. Después de la diseccion, mantener el tejido en formalina neutra al 10 % al menos 24
horas.

2. Sacar el tejido de la formalina y cortarlo de acuerdo a la porcién que se va a
deshidratar.

3. Realizar la deshidratacion de acuerdo a la lista siguiente, cuidando de que la solucion

cubra ligeramente el tejido y mantener en agitacion.

No de
solucién Solucion Tiempo
1 Etanol 70 % 30 min
2 Etanol 80 % 30 min
3 Etanol 96 % 60 min
4 Etanol 100 % 60 min
5 Etanol 100 %:Xileno 30 min
6 Xileno 30 min
7 Xileno 30 min

4. Posteriormente se colocan en paraplast Plus (McCormick) por 60 min.
5. Se realiza otro cambio de paraplast Plus (McCormick) y se deja por 8 horas.

6. Incluir los tejidos con paraplast limpio y dejar que solidifiquen.

NOTA: Previamente poner a licuar el paraplast en el horno a una temperatura maxima de 56
°C
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1.31 Anexo 3. Tincion de hematoxilina-eosina

Después de obtener los cortes en el microtomo se dejan secar minimo por 24 h, posteriormente

se tifien con los siguientes tiempos en las diferentes soluciones.

Pasos No. soluciones tiempo
1 Xileno 5 min
Desparafinar 2 Xileno 5 min
3 Etanol 100% : Xileno 5 min
4 Etanol 100 % 5 min
5 Etanol 100 % 5 min
. » 6 Etanol 96 % 3 min
Hidratacion 7 Etanol 80 % 3min
8 Etanol 60 % 3 min
9 Agua destilada 3min
10 Hematoxilina de Harris 40 min
Contraste 11 Agua corri_ente 40 seg
12 Etanol acido 40 seg
13 Agua destilada 40 seg
14 Etanol amoniacal 11 min
i 15 Agua destilada 40 seg
Azulamiento 16 Eosina 11 min
17 Agua destilada 40 seg
18 Etanol 96 % 40 seg
19 Etanol 96 % 40 seg
20 Etanol 100 % 30 seg
Deshidratacion 21 Etanol 100 % 30 seg
22 Etanol 100% : Xileno 10 seg
23 Xileno 10 seg
24 Xileno 10 seg

Finalmente sin dejarlos expuestos al ambiente, los portaobjetos se montan con Cytoseal TM

60 y se dejan secar.
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1.32 Anexo 4. Desparafinacion e hidratacion de los cortes para inmunohistoquimica

Seleccionar los cortes que se van a desparafinar, cuidando que no estén rotos o doblados y

seguir los tiempos siguientes.

SOLUCIONES TIEMPO
Xileno 1 5 min
Xileno 2 5 min
Etanol 100% : Xileno |5 min
DESPARAFINAR Etanol 100% 10 min
Etanol 96% 3 min
Etanol 80% 3 min
Etanol 60% 3 min
Agua destilada 3 min

DESHIDRATACION Y MONTAJE DE LOS TEJIDOS PARA INMUNOHISTOQUIMICA

1. Realizar una contra tincién con violeta de cresilo para tefiir los nicleos de las células,
colocar el colorante sobre el tejido por 10 min.
2. Realizar el deshidratado de los cortes con las soluciones y tiempo indicados en el sig

cuadro.

SOLUCIONES TIEMPO
Etanol 60% 40 seg.
Etanol 80% 40 seg.
DESHIDRATAR Etanol 96% 40 seg.
Etanol 100% 40 seg.
Etanol 100% : Xileno |40 seg.
Xileno 40 seg.

Después que pasaron por las soluciones se montan los tejidos con Cytoseal TM 60 y se dejan

secar.
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Restriccion Dietética en Rata Hembra Adulta: Evaluacion del Estrés

Oxidativo en el Muasculo Pubococcigeo

Eliut Pérez Sanchez!, Margarita Martinez-Gomez2, Margarita Cervantes?,

Daniel Mendez? y Jorge Rodriguez-Antolin®.
1. Maestria en Ciencias Biologicas, UAT (Meéxico); 2. Unidad Periférica Tlaxcala de Instituto de
Investigaciones Biomedicas, UNAM (Mexico); 3. Licenciatura en Nutricion, UAT. 4. Centro

Tlaxcala de Biologia de la Conducta, UAT.

La conducta alimentaria es vital para el buen funcionamiento de drganos v tejidos

de un organismo. Dietas deficientes por la restriccidon de alimentos se han
correlacionade con la aparicion de estrés oxidativo. El estrés oxidativo se define
como la ruptura del equilibrio entre las sustancias o factores prooxidantes y los
mecanismos anboxidantes encargados de eliminar dichas especies guimicas. El
estrés oxidativo se ha medido en diterentes tejidos: cerebro, pulmoén, higado,
pancreas v musculatura estriada. En la musculatura estriada se ha evaluado el
estrés oxidativo en respuesta al gjercicio mediante la cuantificacion de los grupos
carbonilos, pero ningiin estudio lo ha valorado en respuesta a la desnutricion.

En general, el musculo estriado de la rata se ha descrito come un tejide
sensible a la malnutricién, cuando hay una deficiencia de proteinas en la dieta tal
musculatura muestra agotamiento en su actividad contractil, moditicacién en las
tases de crecimiento y en la diterenciacion de los tipos de tibras musculares. Se ha
reportado que la dieta hipoproteica durante la miogénesis altera la frecuencia de
los tipos de fibras musculares.

En mujeres y conejas se ha encontrado que la composicidon de la
musculatura estriada pélvica se ve alterada en relacién a la multiparidad v al
envejecimiento. En la rata hembra, el masculo pubococeigeo (mPC) forma parte del
piso pélvico,

CARTEL 32
Cindad de Tlaxcala, México, 17 de octubre de 2008
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Cartel 34

Alteraciones metabdlicas y produccidon de estrés oxidativo por
restriccion proteinica gestacional y administracion de agua

azucarada en la vida adulta de la rata

Eliut Pérez Sdnchez, Elena Zambrano, Margarita Martinez-Gémez, Estela Cuevas,

Francisco Casteldan, Leticia Nicolds y Jorge Rodriguez Antolin.

Maestria en Ciencias Bioldgicas, UAT, Departamento de Biologia de la Reproduccién, nstituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, UAT, Instituto de

Investigaciones Biomédicas, UNAM

La conducta alimentaria es vital para el buen funcionamiento de los organismos. En
roedores, una dieta deficiente en proteinas durante la etapa gestacional se ha
correlacionado con diferentes alteraciones metabdlicas. Tales alteraciones predisponen a
desarrollar en la vida adulta problemas como obesidad, hipertension, trastornos del
metabolismo de carbohidratos, lipidos y leptina, resistencia a la insulina, enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas. En seres humanos las alteraciones anteriores
caracterizan al sindrome metabdlico. En ratas a las que se les ha administrado agua
azucarada al 30% por 25 semanas les aparecen alteraciones en los indicadores del

sindrome metabdlico. Por otro lado, hay evidencia sobre la produccidon de especies

XIV Curso Bases Biologicas de la Conducta, Tlaxcala, Tlax.
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reactivas de oxigeno cuando se alteran algunos de los indicadores del sindrome
metabolico. Los tejidos donde se ha encontrado estrés oxidativo son el higado, la aorta, el
rindn y el cerebro.

En general, cuadros de restriccion dietética (malnutricién y/o desnutricion) en las
etapas gestacional o posnatal se asocia con desordenes metabdlicos en la vida adulta. Sin
embargo, en estos mismos cuadros de restriccion de alimentos, no se ha estudiado la
produccion estrés oxidativo. Lo cual seria importante desde el punto de vista funcional,
por ejemplo, para clarificar los mecanismos de los diferentes desordenes metabdlicos y
oxidativos que encontremos y tal vez mas importante, sirva para implementar acciones o
habitos en pro de la salud de nifios y adultos.

El objetivo del presente trabajo es determinar la relacién de la restriccion
proteinica gestacional y la administracion de agua azucarada en la vida adulta con la
aparicion de indicadores metabdlicos y estrés oxidativo en la rata. Se utilizaran ratas
jovenes de la cepa Wistar de tres meses que formaran dos grupos: (A) 10 hembras jovenes
adultas alimentadas durante la gestacion de manera ad libitum con una dieta normal en
proteina (20%). (B) 10 hembras jovenes adultas alimentadas durante la gestacion de
manera ad libitum con una dieta baja en proteina (10%). Después del parto las camadas
seran ajustadas a 10 crias y se les proporcionara a los dos grupos experimentales durante
la lactancia (mamas) y después del destete (crias) alimento ad libitum Chow 5001 de
Purina. A partir de la semana 12 de edad, las crias se dividiran en subgrupos. Dos grupos
con agua para beber sin azlcar y dos grupos que beberdn agua con 5 % de azticar. En los
todos los grupos experimentales se determinardn las concentraciones de glucosa,

colesterol, triglicéridos, colesterol-HDL, leptina, insulina y corticosterona. En la aorta y el
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vigado analizaremos la produccion de 3-nitrotirosina, indicador ampliamente utilizado
sara determinar la produccion de estrés oxidativo.

Resultados preliminare. Los datos preliminares con los que contamos no son
contundentes para demostrar un efecto de la restriccion proteinica en cuanto a
indicadores metabdlicos y estrés oxidativo. Sin embargo, tenemos, del primer lote de
animales experimentales, tejidos y sueros sanguineos donde analizaremos las variables
mencionadas en la metodologia. Los datos con los que contamos son los siguientes: el
peso corporal de las hembras sometidas a restriccion al nacimiento fue de 5.91g vs5.93 g
de los controles. El peso de los machos fue de 6.24 g y de los controles de 5.91 g. Tanto
hembras como machos tuvieron la tendencia a ganar peso durante el periodo de
lactancia, donde el peso a los 21 dias para las hembras fue de 38.35 g y 30.38 g para los
controles. para el caso de los machos el peso a los 21 dias fue de 39.47 g vs 32.31g de los
controles. Por otro lado, el peso corporal de las ratas que consumieron agua azucaraday
que tuvieron madres con restriccion son las de mayor peso en comparacion con las ratas
normoproteicas que no tomaron agua azucarada. Por otro lado, las ratas hijas de madres
restringidas y sin consumo de agua azucarada tienen la tendencia a consumir mds
alimento que las ratas controles sin agua azucarada lo que podria dar indicios de
hiperfagia.

Cuando no se cubren los requerimientos nutricionales minimo necesarios a través
de |a dieta se deteriora el estado nutricional promoviendo la apariciéon de cuadros clinicos
severos como serian problemas de desnutricion y/o malnutricion. El presente trabajo nos
ayudard a correlacionar el desarrollo biolégico de un individuo con las condiciones
nutricionales durante la gestacion y de la cantidad de carbohidratos que se ingieren en la

vida adulta.
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RESTRICCION  PROTEINICA  INTRAUTERINA Y CONSUMO  ELEVADO  DE
CARBOHIDRATOS EN LA VIDA ADULTA: VALORACION DE INDICADORES
METABOLICOS HEPATICOS EN LA RATA.

Pérez-Sanchez E', Zambrano-Gonzalez E?, Cuevas-Romero E®, Martinez-Gomez M*,
Rodriguez-Antolin J*.

1. Maestria en Ciencias Biologicas, Universidad Autdnoma de Tlaxcala. 2. Depto. Biologia de
la Reproduccion, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, 3.
Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad Autonoma de Tlaxcala. 4. Instituto
de Investigaciones Biomeédicas, Universidad Nacional Autdonoma de México.

Trastornos metabolicos como la obesidad, la diabetes mellitus, la hipertrigliceridemia vy la
hipercolesterolemia, entre otros se caracterizan por producir una serie de alteraciones
metabdlicas en drganos como el higado, el musculo esquelético vy el tejido adiposo. Por un
lado, diversos estudios han propuesto que la dieta materna durante la gestacion es
determinante para los probables trastornos metabolicos a corto vy largo plazo. Por otro lado,
se ha mostrado que en la vida adulta uno de los factores que influyen en la aparicién de
alteraciones metabolicas es el consumo elevado de carbohidratos (parficularmente
sacarosa). Pocos estudios han indagado los efectos de combinar la restriccion proteinica
intrauterina con el consumo elevado de acidos grasos o carbohidratos en la vida adulta sobre
diferentes indicadores metabolicos. El objetive de este trabajo es valorar diferentes
indicadores metabdlicos hepaticas en la primera progenie de ratas sometidas a restriccion
proteinica gestacional v el posterior consumo de agua azucarada en la vida adulta. Para
cumplir con este objetivo contamos con dos grupos experimentales de ratas prefiadas que
fueron alimentadas con dieta control y ratas prefiadas restringidas proteinicamente (50% del
control). Durante la lactancia ambos grupos fueron alimentados con dieta control. Las crias
fueron destetadas al dia 21 y alimentadas con dieta confrol hasta que cumplieron 12
semanas de edad y se subdividieron en cuatro subgrupos, a los cuales se les proporciono
agua sin azucar y con azucar al 5 % durante 10 semanas: ratas control (C), ratas restringidas
(R), ratas control con agua azucarada (CA) y ratas restringidas con agua azucarada (RA). Al
dia del sacrificio se colectd sangre para medir parametros biogquimicos (glucosa, colesterol,
triglicéridos, lipoproteinas de alta densidad, insulina v leptina). Posteriormente se disecd el
higado para fijarlo en formalina neutra al 10 %, el cual fue procesado histologicamente y
embebido en paraplast X-tra con el fin de obtener cortes de 7y de espesor. Tales cores
fueron destinados en series alternadas unos para tefiirse con hematoxilina-eosina y ofros se
utilizaron para la identificacion de proteinas oxidadas por medio de la deteccion de la 3-
nitrotirosina (inmunohistoguimica). Resultados preliminares indican que los machos CA
presentan mayor concentracion de triglicéridos con respecto a los machos C, Ry RA. En lo
que respecta a la histologia hepatica la tincion de hematoxilina-eosina muestra que las ratas
del grupo RA tienen menor nimero de nicleos y mayor area nuclear;, también en este grupo
el area citoplasmatica parece ser mayor. En cuanto a la determinacion contra la 3-
nitrotirosina se observa un mayor marcaje en los cortes histolégicos de ratas R v RA. El
presente trabajo estudia los mecanismos que disparan la malnutricion durante el embarazo y
la vida adulta sobre el metabolismo hepatico, ello ayudara al entendimiento de patologias
como la obesidad, el estrés oxidativo v la esteatosis hepatica.
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