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I. RESUMEN

Estudios realizados en diferentes etapas del desarrollo biologico demuestran que la
malnutricioén se ha correlacionado con diversas alteraciones metabolicas y anatdmicas, por
ejemplo, con la restriccion proteinica gestacional se ha mostrado en la progenie
disminucion en el peso corporal al nacimiento y alteraciones anatdmicas en 6rganos como
el higado y la musculatura estriada. Funcionalmente, para el musculo estriado todo ello es
importante, ya que la musculatura estriada es después del higado donde se realiza la mayor
oxidacion de la glucosa y de la grasa corporal. El ambiente nutricional tanto por exceso
como por déficit durante la gestacion y/o la vida posnatal se asocia con problemas de
obesidad, alteraciones anatomicas, funcionales, conductuales y reproductivas. La mayoria
de los estudios que han abordado el problema de la malnutricion se han centrado en
caracterizar sus efectos en diferentes organos y tejidos, particularmente con respecto a la
musculatura estriada se han enfocado en los musculos estriados de las extremidades
superiores e inferiores. Otro importante grupo de musculos estriados por su dindmica
funcional, podrian ser los que se alojan en la region pélvica, como el musculo
pubococcigeo, el cual se ha propuesto juega un papel fundamental en la continencia y
expulsion urinaria, también se ha propuesto que participa en algunos procesos
reproductivos como es el caso de la expulsion seminal en la rata macho. El objetivo de este
trabajo fue comprobar si la combinacion de restriccion proteinica gestacional materna y el
consumo de agua azucarada en la vida adulta de la progenie provoca cambios en las
concentraciones de glucosa, triglicéridos, colesterol, colesterol-HDL vy alteraciones
histologicas en el musculo pubococcigeo. La ratas fueron alimentadas con dieta control
(20% de proteina) 6 dieta restringida (10% de proteina) durante la gestacion,
posteriormente la progenie de tres meses de edad formaron cuatro subgrupos: progenie de
ratas con dieta control (C), progenie de ratas con dieta restringida (R), progenie de ratas
con dieta control més agua azucarada al 5 % (C/A) y progenie de ratas con dieta restringida
mas agua azucarada al 5 % (R/A). En los pardmetros bioquimicos, la concentraciéon de
glucosa en las hembras se reduce para el grupo R vs C y en el grupo R/A vs C/A'y
aumentan en el grupo R/A vs R y en machos se reducen para el grupo C/A vs C y para el
C/A vs C, los triglicéridos se vieron elevados por efecto del consumo de agua azucarada

para ambos sexos en el grupo C/A vs Cy el grupo R/A vs R, el colesterol solo se elevd en



machos del grupo R/A vs R y en el caso del colesterol-HDL en las ratas se increment6 por
efecto de la restriccion de la dieta en hembras para el grupo R/A vs C/A y en machos se
redujeron para el grupo C/A vs C y para el grupo R/A vs R, también se observo un
aumento en la concentracion de C-HDL por efecto del consumo de agua azucarada en
hembras para el grupo C/A vs C y para el grupo R/A vs R. Con respecto al musculo
pubococcigeo se encontré que tanto la restriccion de proteinas como el consumo de agua
con azucar tuvieron efectos en ambos sexos, en el caso de las hembras; se observa que el
peso del mPc se incrementa en el grupo R/A vs C/A y en R/A vs R, el largo del mPc no
presento diferencias, el ancho del mPc se incremento en el grupo R/A vs C/A, el area del
corte transversal del mPc no presenta diferencias, el area de fibras del mPc se reduce en el
grupo R/A vs R y en el caso de la distribucion del area de fibras del mPc respecto a su
tamafio no hubo diferencias significativas. En machos; se observa que el peso del mPc se
ve reducido en el grupo R/A vs C/A y en el grupo R/a vs R, el largo del mPc se ve
reducido en el grupo R/A vs C/A y en el grupo R/A vs R, el ancho del mPc se incrementa
el diametro en el grupo C/A vs C'y en el prupo R vs C, el area del corte transversal del mPc
se reduce en los grupos C/A vs Cy en el grupo R vs C y aunmenta en el grupo R/A vs C/A,
el area de fibras del mPc no presenta diferencia y en el caso de la distribucion del area de
fibras del mPc respecto a su tamafio se modifico ya que el grupo R presenté mayor numero
de fibras de 700 pum’® vs C a la vez que presentan menos fibras de 1300 um” y el grupo RA
presenta mayor numero de fibras de 1300 pm? vs R.

Los resultados obtenidos sugieren que una dieta con restriccion proteinica gestacional y
el posterior consumo de una dieta rica en carbohidratos simples en la progenie adulta,
provoca alteraciones en pardmetros metabolicos y en la distribucion de frecuencias del area
de fibras del mPc en el caso de los machos, pudiendo ocasionar alteraciones durante las
actividades que desarrolla el musculo pubococcigeo como es el caso de la continencia y

expulsion urinaria.



II. Introduccion

* Tejido muscular

El tejido muscular se caracteriza por su capacidad de contraerse y relajarse, por lo general
en respuesta a un estimulo. La unidad basica de todo musculo es la miofibrilla, estructura
filiforme muy pequefia formada por proteinas. Existen tres tipos de musculatura y estas se
han distinguido de acuerdo a su forma y sus caracteristicas en musculo liso, estriado y
cardiaco (Figura 1; Tabla 1).

La musculatura lisa es aquella cuyo control es involuntario debido a que estd
regulada por el sistema nervioso auténomo (Higashida 2008). Estd constituido por células
fusiformes lisas, es decir que no presentan estriaciones en su citoplasma y el nucleo se
localiza centralmente. Tal musculatura se encuentra en los vasos sanguineos, los
bronquios, el estdbmago, los intestinos, los uréteres, la vejiga, entre otros (Higashida 2008).

La musculatura estriada es aquella cuyo control es voluntario debido a que estd
regulada por el sistema nervioso somadtico. Se observa al microscopio pequeias
estriaciones a lo largo del musculo, sus fibras estan constituidas por células
multinucleadas, en el citoplasma presenta bandas claras y oscuras transversales al eje
longitudinal, también se le denomina musculo esquelético debido a que generalmente
tienen su origen y/o insercion en algin hueso. Tal musculatura se encuentra en los
musculos de las extremidades superiores e inferiores, entre otros (Higashida 2008).

El musculo cardiaco, es una variante de los dos tipos de musculos anteriores; tiene
fibras estriadas pero con forma rectangular que se bifurca, este musculo es involuntario con
uno o varios nucleos centrales, la distribucidén de estas fibras es entrelazada en forma de

sincicio o red y se localiza inicamente en el corazon (Higashida 2008).



Figura 1.- Tipos de tejido muscular. a) vista de las fibras en un corte longitudinal. b) vista de las fibras en un
corte transversal (Higashida 2008).

Caracteristicas Estriado Liso Cardiaco
Diametro 10 a 100 nm 2 a5 nm 0.2a2nm
Longitud Hasta 100 cm de longitud 20 a 500 nm 80 a 100nm
Forma Cilindrica Alargada, en huso Ramificada
Nucleo Multinuclear Uninuclear Uninuclear
Filamentos de Actina y | Abundantes, ocupan casi | Menos fibras Abundantes
Miosina todo el volumen intracelular

Anclaje de actina Discos Z Cuerpos densos Discos Z
Reticulo sarcoplasmico Altamente desarrollado Menos desarrollado Moderado

Tuabulos T

Presente

Ausentes

Presentes, con canales
de calcio

Fuente de calcio

Reticulo sarcoplasmico

Fluido extracelular

Fluido extracelular

Requisitos energéticos Mucho ATP Poco ATP Mucho ATP
Control Voluntario Involuntario Involuntario
Efecto hormonal sobre la | Ninguno Si Si
contraccion

Tipo de contraccion Rapida/lenta Llenta Lenta

Tabla 1.- Cuadro comparativo de las caracteristicas de los diferentes tipos de musculos.




El tejido muscular se caracteriza por estar constituido por células diferenciadas,
capaces de contraerse bajo la influencia del sistema nervioso. Las propiedades fisiologicas
del protoplasma, tales como excitabilidad, conductibilidad y contractilidad, se encuentran
muy desarrolladas en las células musculares (Clapes 1994). Dicha masa muscular esta
formada por proteinas, manteniéndose un equilibrio entre la degradacion propia y la
sintesis obtenida del pool de aminoédcidos que proceden béasicamente de la alimentacion
(Clapes 1994).

El musculo estriado o esquelético es después del higado, el 6rgano de mayor
oxidacion de la glucosa y de la grasa (Waters 2000). Estudios realizados en animales que
son sometidos a restriccion proteinica caldrica demuestran que éstos presentan una
progresiva disminucion en el peso corporal y en la masa muscular estriada, y que las
alteraciones en el musculo esquelético periférico corren paralelas a la disminucion de la
masa muscular del diafragma (Lanz y cols. 1992). Arora y Rochester en 1982 detectaron
en 14 autopsias de pacientes malnutridos, que habian perdido el 29% de su peso habitual y
un 43% menos de masa muscular del diafragma en comparacion con individuos normales
(Arora y Rochester 1982).

De estos tres tipos de musculatura, el musculo estriado, es el tejido simple que se
encuentra en mayor cantidad en el cuerpo, entre el 40-45% del peso corporal total, su
composicion quimica es 75% de agua, 20% de proteinas y 5% de materia inorgénica,
organicas y otros (carbohidratos y glucogeno) (Munoz 2002). Esta constituido por dos
tipos de fibras que se pueden dividir de acuerdo a su tipo de contraccion en: a) Fibras de
contraccién lenta o fibras rojas, adaptadas a contracciones de baja intensidad y larga
duracion. Poseen gran cantidad de mitocondrias y mioglobina que las hacen mas eficientes
al metabolismo de tipo aerdbico (en presencia de oxigeno) (Mufioz 2002) y b) Fibras de
contraccion rapida o fibras blancas, donde las reservas elevadas de ATP y fosfatos de
creatina (sustratos energéticos), las hacen especialmente aptas para aquellas contracciones
de corta duracién y alta intensidad, estando mas adaptadas al metabolismo anaerdbico (sin
presencia de oxigeno). Las fibras blancas presentan una gran velocidad de contraccion y
son poco resistentes a la fatiga. Este tipo de fibras es el que mas interviene en el trabajo de

fuerza (Muifioz 2002).



*  Miogénesis

La miogénesis comprende al proceso de determinacion y formacion de las células
del tejido muscular (Cossu y Borello 1999). Este proceso sucede originalmente en el
embrion debido a que los musculos esqueléticos derivan del mesodermo paraxial, que
incluye: a) somitas, que crean los musculos del esqueleto axial, la pared corporal y las
extremidades y b) somitdmeras, que originan los musculos de la cabeza. Los musculos
lisos, lo mismo que las fibras de musculo cardiaco, derivan de la hoja esplacnica del
mesodermo. En el embrion, la miogénesis se puede considerar subdividida en varias
etapas. La primera de ellas es la induccion de las células del dermomiotomo, un somita
dorsal que se encuentra debajo del ectodermo (Cossu y Borello 1999). Las células del
dermomiotomo estimuladas a ser mioblastos son inducidas por senales quimicas de los
tejidos vecinos. Los que seran mioblastos epiaxiales, son estimulados por moléculas Wnt
(Wntl) y Shh que culminaran en la expresion del gen Myf5, en tanto que los hipoaxiales lo
seran por la combinacion espaciotemporal de otra Wnt (Wnt7a), BMP4 y Noggin y
culminaran expresando el gen MyoD (Cossu y Borello 1999).

En la segunda etapa, los mioblastos proliferan y migran pero no se diferencian aun
en miocitos pese a la presencia de los productos de los genes Myf5 y MyoD (Zhang y cols.
1999). La migracion se da a través de la disminucion de las B-Integrinas al parecer por la
union a ellas de una proteina denominada MIBP en el citosol, asi como por la formacion de
contactos focales (Li y cols. 1999). MIBP podria también interactuar con la Quinasa de
Adhesion Focal (FAK) y con la Paxilina, promoviendo la formaciéon de contactos focales
para el movimiento de migracion.

En una tercera etapa, los mioblastos se agregan y diferencian en miocitos maduros,
sin embargo, algunos quedan en estado quiescente y son los que formaran en el musculo
estriado maduro las células satelitales (Alberts y cols. 2002). En esta etapa, las N-
Cadherinas (Redfield y cols. 1997), asi como las Integrinas a7A, a7B y BID se ven
aumentadas (Musaré y Rosenthal 1999), la maquinaria del ciclo celular se ve detenida por
activacion de la fosfatasa MKP1 y se activa el programa miogénico mediante la activacion
de la MAP-Quinasa p38 (Naya y Olson 1999).

La cuarta etapa, es la de la determinacion del tipo de miocito (fibra muscular), que
segin un modelo propuesto por Esser tendria a las fibras tipo II como estado

predeterminado y las tipo I como variacion de las primeras (Esser y cols.1999). En el caso



de un dafio, la respuesta es inicialmente de proliferacion y posterior fusion, en respuesta a
IGFs producidos en el musculo (Engert y cols. 1996; Musar6 y Rosenthal 1999).

Una vez formado el sistema muscular podemos hacer una clasificaciéon a groso
modo de acuerdo al 4rea o region en que se encuentren dichos musculos, por ejemplo; los
musculos de la cabeza, del cuello, de las extremidades superiores, de las extremidades

inferiores, los de la cavidad toracica, abdominal y los del area o region pélvica.

* Musculatura estriada del piso pélvico

Dentro de los musculos que se engloban en la musculatura estriada se encuentran
los musculos del piso pélvico como el pubococcigeo (mPc), iliococcigeo (mlc) y coccigeo
(mCc) y perineales como el musculo bulboesponjoso (mBe) e isquiocavernoso (mls). La
musculatura estriada pélvica (Pe) y perineal (Pr) son las encargadas de proporcionar el
soporte a la mayoria de los 6érganos pélvicos (Cruz y cols. 2002; Martinez y cols. 1997).

La musculatura estriada pélvica y perineal es necesaria para un funcionamiento adecuado
del aparato urogenital en el ser humano y varias especies de mamiferos debido a que
provee soporte a los drganos alojados en la cavidad pélvica (Raizada y Mittal 2008).

Los nervios espinales que inervan los musculos pélvicos y perineales provienen de
la vértebra lumbar 7 (L7) y las vértebras sacras 1, 2 y 3 (S1, S2, S3). El musculo
pubococcigeo parece ser inervado por una rama del nervio espinal sacro tres (S3) después
de la conexidn anastomotica con el sacro dos (S2) (Martinez y cols. 1997).

El piso pélvico esta formado por musculos, ligamentos y fascias que conforman un
soporte de varias capas o estratos ubicado en la pelvis inferior. Se ha denominado también
diafragma urogenital, diafragma pélvico y su mayor constituyente es el complejo muscular
del elevador del ano (levator ani), el cual forma un "soporte" que va desde la superficie
interna de la region anterior del pubis, hasta la parte posterior de las espinas isquiaticas.

En la mayoria de los mamiferos, la musculatura estriada pélvica (también llamada
caudopélvica en los mamiferos cuadripedos) puede ser dividida en pubo, ilio y coccigea,
cuya principal caracteristica es que sus fibras se unen a la pelvis (Wilson 1973a). Dicha
musculatura también se asocia a las vertebras caudales contribuyendo al movimiento
ritmico y vigoroso de la cola (Wilson 1973b). Esta musculatura est4 presente en mamiferos
con tendencia a la ambulacion bipeda como los primates superiores (monos y humanos), su
funcion principal es la de sostener y mantener en una posicion “anatdémicamente correcta”

a las viseras pélvicas (Wilson 1973 a y b; Dubrovsky y Filipini 1990). En la mujer, el
7



complejo muscular del elevador del ano lo integran los musculos: pubococcigeo,
ileococcigeo y coccigeo (Martinez y cols. 1992; Bremer y cols. 2003). Mientras que en la
rata hembra, estos musculos pubococcigeo, ileococcigeo y coccigeo se ubican
independientes de otra entidad muscular conocida como levator ani (Martinez y cols.
1992).

Diversos factores como los hormonales y la denervacion son los que afectan la
estructura de los musculos involucrados en este tipo de musculatura, sin embargo hasta la
fecha ninglin trabajo ha contemplado el estado nutricional del individuo en diferentes
etapas del desarrollo como posible factor que altere la histologia, desarrollo o crecimiento
de dichos musculos, el cual como ya se ha mencionado, participa evitando la eversion de
las visceras pélvicas, contribuyendo a la continencia (urinaria y fecal) y controlando
actividades expulsivas (como el parto). Afecciones en estos musculos se relacionan con
serios problemas de incontinencia urinaria, una afeccion con alta prevalencia en mujeres

multiparas, diabética y posmenopausicas.

* Nutricion

El término nutricion se refiere al conjunto complejo de fendémenos que determinan
que sustancias medioambientales seran usadas por el organismo, desde la adquisicion hasta
el mantenimiento de la estructura y funcion que los seres vivos requieren. La incorporacion
al organismo, previa transformaciéon de los nutrientes de los alimentos, aportan
basicamente la energia requerida para las funciones organicas y los materiales plasticos
como proteinas, carbohidratos, lipidos, vitaminas y minerales para un 6ptimo desarrollo
biologico. Por lo tanto, la nutricion es determinante para el buen estado del organismo,
resultado del balance entre los macronutrientes (proteinas, carbohidratos, y lipidos), los
minerales y vitaminas contenidas en la dieta y la energia invertida en el desarrollo de sus
actividades (Mataix 20009).

Considerando el estado de nutricion de un individuo se pueden identificar
situaciones de nutricion adecuada (eunutricion) o bien desviaciones patologicas de la
misma, es decir: malnutriciéon. El término malnutricion engloba cualquier alteracion
nutricional, tanto por exceso (sobrealimentacion) como por déficit (hipodesnutricidon, o
subnutricion) o por desequilibrio (Mataix 2009).

Actualmente, los problemas de malnutricién son considerados de interés publico, ya
que en el mundo segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el 2030, seran las
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causas de mayor mortalidad (www.who.org). Segun la OMS, cada afo mueren 8 millones
de nifios menores de 5 afos, la mayoria de estas muertes estdn relacionadas a la
desnutricion gestacional e infantil.

La alimentacion postnatal representa otro factor importante para el desarrollo de
diferentes patologias. 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 Nutricién 2006 reportd que el
sobrepeso y la obesidad son problemas que afectan a mas del 70% de la poblacién mayor
de 20 anos (ENSANUT 2006). Los determinantes ambientales causantes del desequilibrio
de energia, incluyen factores que incrementan el consumo caldrico como el aumento en el
tamafio de las raciones, el consumo de bebidas azucaradas, hidratos de carbono refinados,
sedentarismo, y consumo de grasas saturadas (ENSANUT 2006).

Debido a lo anterior podemos decir que una adecuada nutricién es uno de los
pilares de la salud y el desarrollo. En personas de todas las edades una adecuada nutricién
permite reforzar el sistema inmunitario, contraer menos enfermedades y gozar de un mejor
estado de salud (www.who.org). De no ser asi, se pueden afectar a diferentes 6érganos o
sistemas como es el caso del musculo estriado. Uno de los factores de riesgos mas
relevante en cuanto a la perdida de la masa muscular es la sarcopenia, la cual ocurre con el
envejecimiento (Roubenoff 2000). Dicha pérdida de masa muscular y fuerza lleva consigo
una serie de cambios estructurales y funcionales a nivel muscular como es el caso de la
infiltracion de grasa, denominando a la sarcopenia, como mioesteatosis del envejecimiento,
donde encontramos mantenciéon de masa, pero no de fuerza. Por lo tanto, el primer
concepto a considerar es que la sarcopenia no solo puede alterar la masa muscular, sino
también la fuerza de contraccion. La prevalencia de sarcopenia es alrededor de 25% en
individuos de 70 anos y 40% en aquellos de 80 o mas afios (Baumgartner y cols. 1998).

En particular, la deficiencia de nutrientes en la dieta de ratas gestante provoca que
las crias en la etapa adulta desarrollen patologias como hiperglucémia, aumento de la
presion arterial, reduccion en el peso de algunos organos como el higado, el vaso, el
pancreas, cerebro, disminucion de la masa muscular, retraso de la pubertad e hiperfagia
(Fetoui y cols. 2007; Wu 'y cols. 2004; Alves y cols. 2008).

Se ha reportado que la deficiencia proteinica altera el desarrollo y diferenciacion de

las fibras musculares estriadas lo que se refleja en una reduccion de su actividad contréctil



(Alves y cols. 2008). Se ha propuesto que la malnutricion puede alterar la funcién
muscular por un doble mecanismo: disminuyendo el aporte de los sustratos energéticos
necesarios para su adecuado funcionamiento y produciendo modificaciones en la estructura
de la fibra muscular, tales cambios se traducen como alteraciones funcionales (Rochester

1986) (Tabla 2).

Cambios en las fibras musculares

Disminucion del nimero de fibras

Cambios en el tipo de fibras (predominio de contraccion lenta)
Cambios bioquimicos (minerales e iones)

Alteraciones neurofisioldgicas

Disminucion de fuerza a altas frecuencias de estimulo
Cambios clinicos y funcionales

Disminucion de fuerza y resistencia

Disminucion de la tolerancia esfuerzo

Disnea, ortopnea

Tabla 2.- Efectos de la desnutricion sobre el muasculo estriado.

El sustrato energético principal para el funcionamiento de los misculos es su propio
glucégeno, aunque también pueden utilizar los acidos grasos. La carencia en el aporte de
nutrientes ocasiona una disminuciéon en la capacidad funcional de la célula muscular,
cuando los sujetos presentan una ingesta proteicocaldrica inadecuada, se activan diversos
mecanismos, como el catabolismo proteico y la neoglucogénesis, destinados a
proporcionar energia. Este efecto catabolico tiene una repercusion negativa en los
depositos de proteinas disponibles, entre los que se encuentran tanto los musculos
respiratorios como los restantes musculos esqueléticos (Dureuil y Matuszczak 1998).

La reduccion de la masa muscular parece ser debida mas a una reduccion en el
diametro de las fibras musculares que a una pérdida de las mismas. Se produce, al menos
inicialmente, una afeccion predominante de las fibras de contraccidon rapida (contienen
cadenas de miosina de los tipos MHCIIx, MHCIIb y MHCIIa), caracterizadas por presentar
una baja capacidad oxidativa y una elevada glucolisis, asi como una mayor sensibilidad a
la fatiga. Este hecho provoca que una gran parte del drea muscular se encuentre constituida

por fibras de contraccion lenta (contienen cadenas de miosina MHC-beta-lenta), mas
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resistentes a la fatiga. De este modo, la tension generada por los musculos durante las
actividades no suele alterarse; en cambio, tiene lugar una afeccion progresiva de su

rendimiento méximo (De Lucas y cols. 1996).

III. Antecedentes

* Factores de riesgo durante la gestacion que conducen a un bajo peso al nacer

El recién nacido de bajo peso (RNBP) es uno de los grandes problemas de salud
publica, puesto que es un predictor de morbi-mortalidad y representa la segunda causa de
mortalidad perinatal. Diversos estudios han observado que la incidencia mundial de bajo
peso al nacer es del 17%, algunas estimaciones muestran una proporcion en paises
subdesarrollados que ascendia al 19%, frente a cifras muy inferiores en paises
desarrollados: en Estados Unidos se sitiia alrededor del 7%, en el Reino Unido 6 % y en
Espafia en torno al 5% (Soriano y cols. 2003).

Se considera de bajo peso al nacer (BPN) al neonato cuyo peso es menor de 2.500g,
independientemente de la edad gestacional y cualquiera que sea la causa. Con todo, el
bajo peso al nacer suele asociarse con situaciones que interfieren en la circulacion
placentaria por alteracion del intercambio madre-placenta-feto y como consecuencia de
una malnutricidn intrauterina (Soriano y cols. 2003). Habitualmente los factores de riesgo
revisados pueden agruparse en cinco grupos (Soriano y cols. 2003):

1. Socio demograficos: La edad materna parece aumentar el riesgo en los periodos
menores de 20 afios y en el comprendido entre los 35 y 40 afios o mas. Los BPN
provienen con mayor frecuencia de madres solteras, madres de raza negra y cuando las
condiciones econdmicas son desfavorables.

2. Riesgos médicos anteriores al embarazo: Entre ellos la hipertension arterial cronica,
enfermedades renales, tiroideas, cardiorrespiratorias y autoinmunes. La existencia de
antecedentes de BPN, ya sea en la madre o en partos previos, se asocian con un
aumento del riesgo. Asi mismo, también se ha descrito un aumento de riesgo con la
primiparidad, antecedentes de abortos y antecedentes de BPN en partos previos.

3. Riesgos médicos del embarazo actual: Como un intervalo intergenésico menor de 1
afio, sangrado vaginal, causas placentarias como abruptio placentac y diabetes

gestacional.
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4. Cuidados prenatales inadecuados: Bien por iniciarlos de forma tardia, tras la semana
13 de gestacion o por un numero insuficiente de visitas (menos de seis).

5. Riesgos ambientales y de conducta: El trabajo materno excesivo o inadecuado
aumenta el gasto energético e incide desfavorablemente en la nutricion fetal; asimismo
el estrés puede aumentar la descarga de adrenalina y agravar la perfusion placentarial.
El consumo de tabaco, alcohol, café y drogas también se asocia de forma importante
con un aumento de la incidencia del BPN. El estado nutricional durante la gestacion
también juega un papel importante debido a que sumado al bajo peso al nacer se
relaciona con una predisposicion a padecer enfermedades metabdlicas en la vida

adulta.

* La nutricion durante la gestacion

Una forma de evaluar el desarrollo del individuo durante la gestacion, es considerar
la nutricion materna durante el embarazo y el peso al nacimiento del individuo. Si bien es
cierto, que el desarrollo del feto tiene determinantes genéticos, el crecimiento fetal muestra
fuerte relacion con una amplia variedad de factores epigenéticos dependientes del estado
nutricional. Una pobre dieta materna, escasas reservas nutricionales en la madre, un
inadecuado flujo sanguineo uterino (incluye defectos en la permeabilidad de nutrientes a
través de la placenta) y la influencia hormonal materna repercuten negativamente en la
talla y el peso al nacimiento y en una mayor probabilidad de enfermedades en la vida
adulta (Godfrey y Barker 2000, Moreno y Dalmau 2001).

En humanos una disminucion de la ingestion materna o de la capacidad de
absorcion puede causar un crecimiento fetal menor (Ceesay y cols. 1997). Por ejemplo, los
hijos nacidos de madres holandesas sometidas a una ingestion muy reducida (400-800
kcal/dia) durante el tercer trimestre de embarazo durante la Segunda Guerra Mundial
presentaban bajo peso al nacimiento. Esos nifios tenian en la edad adulta una menor
tolerancia a la glucosa y una mayor resistencia insulinica (Ravelli y cols. 1998).

La malnutricion durante la gestacion puede producir defectos persistentes, como la
reduccion del nimero de células de los tejidos, la modificacion estructural de los 6rganos,
la seleccion de ciertos clones de células y la modificacion en el ajuste de ejes hormonales
clave. El impacto a largo plazo dependerd del estadio en el que se produzca la

malnutricion, de su duracion e intensidad. Cada 6rgano y tejido tiene un periodo critico o
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sensible, de mayor replicacion celular, durante el cual se verds mas afectados (Becerra
1999).

La falta o el inadecuado desarrollo del lecho vascular de la placenta produce una
merma en la circulacion placentaria que, a su vez, origina fendmenos de trombosis e
infartos que condicionan una reduccion en la masa de tejido placentario funcionante, como
consecuencia final se tiene un aporte disminuido de oxigeno y nutrientes al feto y un
retraso del crecimiento intrauterino (Kingdom y Kaufmann 1997). Sin embargo, otros
autores sefialan que en situaciones de déficit de aporte nutritivo a la madre se encuentran
placentas incrementadas de tamafo: madres anémicas durante el embarazo (Godfrey y
cols. 1991), aumento de ejercicio o en las que viven en grandes altitudes (Mayhew y cols.

1990).

* Restriccion proteinica gestacional

La desnutricion fetal desencadena adaptaciones enddcrinas que cambian
permanentemente la morfologia, fisiologia y el metabolismo. Esta programacion fetal se
lleva a cabo durante un periodo sensible o critico de su desarrollo y tiene un efecto a largo
plazo. Las adaptaciones que permiten la supervivencia ante una dieta deficiente, resultan
perjudiciales cuando el individuo adulto lleva una dieta rica en nutrientes, principalmente
carbohidratos y grasas, predisponiéndolo a enfermedades cardiovasculares, metabdlicas y
endocrinas (Parra y cols. 2003).

Se ha demostrado que el peso al nacimiento depende de la gravedad de la
restriccion (Zambrano y cols. 2005b; Mifiana y Escobar 2007). Por ejemplo en un estudio
con dieta del 6% de proteina se generan crias de bajo peso al nacer debido a una menor
masa placentaria, lo cual esta relacionado con un menor aporte de nutrientes al crio.
Aunque estas crias con una dieta posterior normal, presentan un aumento en la ganancia de
peso postdestete, porque la velocidad en el crecimiento de peso se duplica. Ademds cuando
son adultas muestran evidencia de resistencia a la insulina y una respuesta alterada a
estimulos como el ayuno de 48 h (Mifiana y Escobar 2007). Con 8% de proteinas no se
afecta el peso al nacimiento, pero hay alteraciones en la tasa de proliferacion y apoptosis
de las células B (Petrik y cols. 1999). Con dietas con 9 % de proteinas existen datos
controversiales sobre la presencia o no de hipertension arterial en la etapa adulta. Pero es
evidente que las modificaciones vasculares podrian predisponer a esta, como cambios

morfoldgicos, reduccion en la capacidad de respuesta del endotelio a la acetilcolina
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acompafiada de un reordenamiento vascular y una reduccion en el contenido de musculo
liso (Brawley y cols. 2003; Rodford y cols. 2008; Kagota y cols. 2009). A mayor edad los
dafos son evidentes, como el depdsito anormal de grasa en el higado (Erhuma y cols.
2007). Con el 10% de proteina en la dieta, el peso al nacimiento no se ve alterado, pero
existe alteracion en la curva de leptina (Zambrano y cols. 2006) y alteraciones en el
desarrollo sexual, reproductivo y endocrino (Zambrano y cols. 2005b).

Con el modelo de restriccion proteinica gestacional se ha inducido hipertension
arterial en ratas adultas (Langley-Evans y cols. 1994). En forma similar, se ha observado
reduccion en la masa de células B y en la vascularizacion de los islotes de Langerhans
(Snoek y cols. 1990; Petrik y cols. 1999). También, se ha asociado con una reducciéon
permanente en la secrecion de hormona de crecimiento (Stephan y cols. 1971; Harel y cols.
1995), al igual que del factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF 1), regulado tanto
por factores nutricionales como por la hormona de crecimiento (Owens 1991).

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 metabdlicas, 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 d6rganos 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, ademds presenta niveles plasméaticos elevados de
insulina, cortisol y catecolaminas, lo que le permite asegurar la sobrevivencia, si la
nutricion postnatal es deficiente. Sin embargo, cuando estos nifios son sometidos a una
sobre alimentacion crénica y aumentan de peso corporal, estas modificaciones tienen un
efecto perjudicial para la salud, a este concepto se le llamaba la hipdtesis del fenotipo
ahorrador (Hales y Barker 2001), el cual esta intimamente relacionado con la hipotesis de
los origenes en el desarrollo de la salud y la enfermedad, la cual menciona el impacto de
las condiciones de vida intrauterina sobre la aparicion de algunas enfermedades en la vida

adulta ligadas a alteraciones metabodlicas (Harrap 1994; Langley-Evans 2006).
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Esta hipotesis se divide en tres etapas, siendo la primera una malnutricién fetal

donde se desencadenan cambios estructurales y funcionales en diferentes organos 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 (Figura 2). Ademas hay que resaltar dos

momentos del proceso: programacion y amplificacion. El concepto de programacion se ha

definido como la respuesta permanente de un organismo a un estimulo o agresiéon 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 (Langley-Evans 2004).
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Figura 2.- 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).

¢ Dietas ricas en sacarosa en la vida adulta

Por otra parte se ha investigado que la dieta en etapas posteriores al nacimiento
forma parte de los factores ambientales para el desarrollo de alteraciones metabolicas,
principalmente debido a la mala disponibilidad de nutrientes. Estudios realizados en ratas
macho recién destetados, con una ingesta de agua azucarada (30%) por 18 y 21 semanas
induce alteraciones como: sobrepeso, adiposidad central, hipertension, intolerancia a la
glucosa y dislipidemias (El Hafidi y cols. 2001; Alexander y cols. 2004). Ratas machos
adultos alimentadas con dieta alta en fructosa (60%) durante siete semanas, presentan:
hiperinsulinemia, hipertriglicéridemia, hipercolesterolemia, hipertension, y resistencia a la
insulina (Herman y cols. 2008). Aunque ha sido observado que ratas alimentadas con una
dieta alta en fructuosa (60%) después del nacimiento presentan una reduccion en el peso
corporal independientemente de la dieta adoptada en el periodo prenatal y disminucion del
tejido adiposo en la region retroperitoneal y subcutanea, con un aumento en las
concentraciones de triglicéridos en suero y colesterol total (Cambri y cols. 2010) de los que
se demuestran evidencias tanto en humanos como en animales de laboratorio de que se
induce una respuesta al estrés en el higado y en otros tejidos comprometiendo el
metabolismo de glucosa y lipidos (Kelley y cols. 2004).

En un estudio citado por Basciano y colaboradores en el que durante 28 dias se
brindé alimentacion con fructosa, no se encontraron cambios en la concentracion del
receptor de insulina, pero si se observé una disminucion del 72% en la autofosforilacion
del receptor la insulina, tanto en el higado como en el musculo (Basciano y cols. 2005).

En ratas, las dietas ricas en carbohidratos (por ejemplo sacarosa o fructosa) inducen
dislipidemias (aumento del triglicérido del plasma y de los niveles de acidos grasos libres),
el adiposito visceral, y la insensibilidad de la insulina en varios tejidos incluyendo el
musculo esquelético (D” Alessandro y cols. 2000). Resulta interesante saber que en
humanos, el consumo de azicares refinados como la sacarosa y fructosa se incrementa a
través de las décadas pasadas, especialmente en nifios parece desempefiar un papel
importante en el desarrollo de la obesidad (Bray y cols. 2004). El ambiente metabolicos

que acompafa a la dislipidemias que se desarrolla en las ratas normales alimentadas con
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una dieta rica en sacarosa (SRD) depende de la cantidad de carbohidrato y de la duracion

en la que se administra la dieta (Gutmann y cols. 1987).

* Efectos de la restriccion gestacional en el musculo estriado

El concepto de programacion fetal se origino de los datos epidemiologicos en
humanos que relacionan un estado nutricional deficiente durante la gestacion, el bajo peso
al nacimiento y a una incidencia a padecer alteraciones metabolicas, sobrepeso y
enfermedades cardiorrespiratorias en la vida adulta, (Barker y cols. 2002). La
programacion fetal, es la respuesta a un desafio especifico del organismo mamifero
durante una ventana de desarrollo critica del tiempo que altera la trayectoria del desarrollo
cualitativo cuantitativo (Nathanielsz y cols. 2007). La miogénesis que ocurre durante la
etapa fetal es crucial para el desarrollo del musculo esquelético, debido a que en el
postparto no hay un aumento neto en cuanto al numero de fibras que componen al
musculo. Por lo tanto, una disminucion del nimero de fibras de musculo debido a la
programacion fetal reduce de forma permanente la masa del musculo y afecta
negativamente al funcionamiento del organismo que posee menor nimero de fibras.

En el cerdo de guinea la restriccion de la alimentacion materna durante la primera
mitad de la gestacion induce que haya una reduccion del 25 % de las fibras de la
musculatura estriada en la progenie (Bayol y cols. 2004). EI musculo produce el factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) que durante la restriccion de alimento disminuye su
concentracion, este es un regulador del crecimiento del musculo por la via de accién
paracrina y autocrina, en la rata la desnutricion materna durante la gestacion tiene el
mismo efecto en las fibras musculares de la progenie (Bayol y cols. 2004), otra
consecuencia de la restriccion del alimento es que en la rata la proliferacion de los
miotubos ocurre del dia 17 de la gestacion hasta la segunda semana después del
nacimiento. Pero con la restriccion de proteinas durante la gestacion se ha observado que
aun hay un gran nimero de miotubos después del nacimiento, por lo que la restriccion de
proteinas durante el embarazo altera la maduracion de las fibras musculares, la
diferenciacion del tipo y numero de fibras musculares (Alves y cols. 2008). Como
consecuencia de una deplecion nutricional prolongada se produce una disminucion
proporcional de la masa y de la contractilidad muscular (Dureuil y Matuszczak 1998).
Habitualmente, se genera una pérdida de peso corporal si se presenta en edades adultas o

un retardo en el crecimiento con ganancia de peso limitada y bajo crecimiento lineal
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cuando se presenta la desnutricion en etapas de crecimiento como en los lactantes, infantes

y adolescentes (Mataix 2009).

¢ FEfectos de dietas ricas en sacarosa en la vida adulta en el musculo estriado

La regulacion del metabolismo de la glucosa en el musculo esquelético implica una
interaccién compleja con otros combustibles, especialmente FFA (Acidos Grasos Libres).
Se cree que la resistencia de insulina esta asociada a una superabundancia de lipidos.
Vrana demostrd que la utilizacion de glucosa se reduce, pero los acidos palmiticos
incrementan, del diafragma de ratas alimentadas con una dieta alta en fructosa por un
periodo corto de tiempo (3 - 4 semanas) (Vrana y cols. 1987). Por otra parte una dieta alta
en sacarosa ocasiona hipertriglicéridemia que es acompafiado por un aumento substancial
de los almacenes de triglicéridos en el musculo gastronemio (D" Alessandro y cols. 2000).

Hasta el momento no se cuenta con trabajos que aborden cambios histologicos en la
musculatura estriada del piso pélvico ocasionados por la combinacion de dos factores de

malnutricion en diferentes etapas de la vida de un individuo.

* Epigenética y nutricion

Diversos estudios epidemioldgicos (Lumey 1992; Barker 1992) y estudios in
vivo en animales muestran como la malnutricion materna durante la gestacion desencadena
una serie de adaptaciones metabolicas fetales (“fenotipo ahorrador”) (Hales y Barker 2001)
que en la edad adulta aumentan el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares
(Barker 1992), hipertension arterial (Leon y cols. 1996), obesidad (Rabelli 1976),
hiperinsulinemia e hiperleptinemia (Gluckman y Hanson 2004) y resistencia a la insulina y
DM2 (Pillips y cols. 1994), especialmente en condiciones de sobreaporte energético
(Vickers y cols. 2000). Aunque los mecanismos no estan claros, las modificaciones
epigenéticas de la expresion génica parecen desempeiar un papel importante.
Hipotéticamente, el entorno nutricional fetal adapta al feto para sobrevivir a largo plazo en
un entorno postnatal de similares caracteristicas. Cuando este entorno difiere del de la vida
adulta (prediccion erronea), las adaptaciones fetales resultan inapropiadas y como
consecuencia se desarrolla la enfermedad (Predictive Adaptative Response Hypothesis)
(Gluckman y cols. 2005). Asi, un feto que se desarrolla en un entorno nutricional adverso
se adapta metabdlicamente (programacion o imprinting metabolico) de tal modo que en el

futuro, en condiciones de sobreaporte energético, emergen la obesidad y el sindrome
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metabodlico como consecuencia de una inadecuacion con el entorno nutricional existente
(Rickard y Lummaa 2007).

Estas respuestas adaptativas ocurren en periodos criticos del desarrollo, distintos en
los diferentes 6rganos durante el periodo fetal y postnatal. Por tanto, es posible que existan
ciertas ventanas temporales en las que modificaciones nutricionales originen cambios
permanentes (programacion o imprinting nutricional). Por ejemplo, la leptina, una
adipoquina implicada en la regulacion central del apetito y el balance energético al actuar
como una sefial de los depodsitos grasos del organismo, posee también efectos troficos
sobre ciertas neuronas hipotaldmicas involucradas en la respuesta a nutrientes y contribuye
a su plasticidad en el periodo neonatal precoz (Bouret y cols. 2004). La leptina pudiera
también regular durante este periodo la proliferacion de células beta pancredticas (Islam y
cols. 2000). Més atin, la administracién subcutanea de leptina recombinante en el periodo
neonatal precoz a las crias de ratas malnutridas durante la gestacion es capaz de revertir la
programacion metabolica fetal a un fenotipo normal en la edad adulta (Vickers y cols.
2005). En humanos, se ha encontrado asimismo una correlacion negativa entre el IMC a
los 2 afios de edad y la concentracion de leptina en leche materna de madres no obesas, a
su vez dependiente del grado de adiposidad materna (Miralles y cols. 2006). Otros estudios
no han encontrado esta relacion (Uysal y cols. 2002).

La induccién de cambios epigenéticos por la alimentacion es también posible en
otras etapas del desarrollo. Se ha encontrado mayor supervivencia y menor riesgo de DM
en los nietos de aquellos abuelos paternos que sufrieron escasez de alimentos en el periodo
de crecimiento lento previo a la pubertad (Kaati y cols. 2001). En este periodo emerge el
primer pool viable de espermatocitos y comienza la reprogramacion del imprinting en
ciertos genes. Curiosamente el gen del factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2
(IGF-2) se expresa unicamente en el alelo paterno en la mayoria de tejidos durante el
desarrollo fetal y tras el nacimiento (Constancia y cols. 2002). Al igual que IGF-2,
involucrado en el desarrollo placentario y el control del aporte de nutrientes al feto, otros
genes sellados o imprinted genes, se expresan en placenta y regulan la demanda fetal de
nutrientes y también se expresan en areas del cerebro, como el hipotdlamo, involucradas en
el control del apetito y la homeostasis energética. Las variaciones epigenéticas en respuesta
a nutrientes en estos genes es probable que hayan desempefiado un papel importante en la

evolucion. Més aun, ciertos sindromes asociados a alteraciones en el imprinting, como el
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sindrome de Prader-Willi, asocian caracteristicamente obesidad y DM2 (Constancia y cols.
2002).

Sin embargo se sabe poco sobre los cambios epigenéticos que la restriccion
proteinica gestacional pudiera desencadenar sobre la musculatura estriada. En algunos
trabajos previos como es el caso del de Raychaudhuri y cols. 2008 se ha observado que una
base central de la resistencia a la insulina en los hijos con Reduccion del Crecimiento
Intra-Uterino (RCIU) se debe a cambios fundamentales en el GLUT4 del musculo
esquelético. Estos cambios incluyen: 1) disminuciéon de GLUT4, RNA-m y concentracion
de proteinas en el musculo esquelético, lo que sugiere aberraciones en el control
transcripcional, y 2) resistencia a la insulina de post-traduccional y translocacion de
GLUT4 a partir de vesiculas intracelulares a la membrana plasmatica (Raychaudhuri y
cols. 2008). Aunque se conoce poco sobre estos procesos epigenéticos, no se sabe nada

sobre los mecanismos moleculares responsables.

*  Musculos estriados del area pélvica

Los trabajos que se han realizado en torno a este grupo de musculos, incluyen la
respuesta de estos a diversos factores, como hormonales, denervacion, edad y
multiparidad, con el fin de entender su participacion en mecanismos como la continencia y
la reproduccion.

Se ha observado que la musculatura estriada es un 6rgano diana de las hormonas
gonadales. Dentro de los esteroides sexuales, se ha encontrado que los estrogenos afectan
la actividad enzimatica incidiendo sobre la activacion y proliferacion de células satélite en
ratas ovariectomizadas (Enns y Tiidus 2008). Debido a que la concentracion de estrogenos
afecta el tamafio del musculo y como consecuencia la generacion de fuerza por parte de
estos (Moran y cols. 2007). La fluctuacion en los niveles séricos de estrogenos y
progesterona son también responsables de los cambios en la prevalencia de sintomas
urinarios y han sido el resultado de diversas investigaciones urodinamicas (Zhu y cols.
2004). Existe evidencia epidemioldgica que implican la menopausia y la subsecuente
deficiencia de estrogenos en patogénesis de un importante nimero de quejas incluyendo la
incontinencia, la incontinencia urinaria por estrés (IUS) y las recurrentes infecciones
urinarias. Estudios recientes proponen que los cambios hormonales tienen un efecto sobre
la capacidad del musculo esquelético para regular su plasticidad y su masa (McClung y

cols. 2006). Es posible suponer entonces, que el factor hormonal es importante para el
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mantenimiento de la histologia y fisiologia de los 6rganos reproductivos y la musculatura
adyacente.

Debido a la existencia de una relacion entre problemas de continencia urinaria y
alteraciones en los musculos mencionados anteriormente, de manera general, conocemos
que la prevalencia de IU durante la etapa adulta joven es del 20 al 30%, en la edad media
del 30 a 40% y posteriormente se presenta un aumento sostenido en la poblacion anciana
que comienza a partir de un 30 al 50% (Hunskaar y cols. 2003).

La labor de parto promueve modificaciones anatomicas y funcionales en vejiga,
uretra y musculos del piso pélvico, que en la mujer se asocian con el desarrollo de
incontinencia urinaria (Rogers y Leeman 2007). Debido a consideraciones de caracter
ético, el uso de modelos animales ofrece una alternativa adecuada para estudiar con detalle
los efectos de la reproduccion sobre las modificaciones morfologicas y funcionales de
organos y tejidos, que como los musculos pélvicos, participan en la continencia de la orina
(Hijaz y cols. 2008). Datos obtenidos por nuestro grupo de investigacion han demostrado
que la multiparidad (cuatro partos) en la coneja doméstica: a) modifica la histologia del
aparato urogenital inferior (Rodriguez y cols. 2008), el cual es el sustrato anatomico que
subyace a la copula, la miccion y el parto; b) disminuye la contractilidad de las fibras que
componen a los musculos bulbo esponjoso y pubococcigeo, ambos involucrados en la
continencia urinaria de la coneja, al modificar la proporcion de fibras rapidas y lentas

(Fajardo y cols. 2008) y c) afecta la actividad de estos musculos durante la miccion.

*  Musculo Pubococcigeo

Shafik y colaboradores han mostrado que el musculo pubococcigeo no es
homologo en las fibras musculares que lo componen, en su region lateral (izquierda o
derecha) el musculo estd compuesto de fibras de musculatura estriada de diametro
pequeiio; conforme se avanza a la linea media hay presencia de musculatura lisa, en la
parte media el musculo pubococcigeo se divide en dos capas: la pélvica (profunda y
compuesta por musculatura lisa) y la perineal (compuesta de musculatura estriada), en
ambas capas hay arreglos entrelazados de musculo liso y estriado. Esto explicaria por qué
este musculo, a diferencia de otros musculos estriados, presenta actividad electromiografia
basal (Shafik y cols. 2002a; Shafik y cols. 2002b).

El musculo pubococcigeo (mPc) en la rata, participa en los procesos de miccion y

mantenimiento de la cola en la linea media (Manzo y cols. 1997, 2002). El pubococcigeo
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tiene su origen en la cara interna del hueso pélvico, insertdndose en las vertebras caudales
3 y 4, (Brink y Pfaff 1980) y es inervado por un nervio que previamente ha recibido el
nombre de rama motora del nervio pélvico (Pacheco y cols. 1989; Lucio y cols. 1994). La
rama motora lleva axones aferentes y eferentes a los mPc e iliococcigeo (Pacheco y cols.
1989), las motoneuronas que inervan al mPc se encuentran localizadas en el ntcleo ventral
de la [dmina IX en la zona de transicién lumbo sacra de la médula espinal (observaciones
no publicadas). En humanos ha sido reportado que la denervacion del Pb, esta implicada en
la incontinencia urinaria por estrés, ademas que los ejercicios del piso pélvico son una
terapia que ayuda en los problemas de incontinencia urinaria, y que la actividad de los
musculos del piso pélvico parecen ser cruciales para la continencia fecal (Manzo y cols.

1997).

e Larata como modelo de estudio

A nivel de investigacion, los estudios realizados en humanos s6lo permiten realizar
correlacion de variables y muy pocos abordan el analisis de los mecanismos fisioldgicos e
histologicos involucrados en algin padecimiento. Por ello, se ha recurrido al uso de
animales de laboratorio para investigar mecanismo de accion de alguna sustancia, efectos
toxicos, benéficos de medicamentos, observar sintomas y signos producidos por alguna
enfermedad, alteraciones histologicas de organos o tejidos producidas por algin
padecimiento, etc.

De manera que en los animales de laboratorio (considerados modelos animales para
estudiar “algo”) es posible inducir alguna patologia mediante tratamiento farmacolédgico, o
de manera natural si una enfermedad aparece de manera fortuita en un animal, es
exacerbada mediante manipulacion genética o cruzamiento entre miembros enfermos

(National Research 2004).
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IV. Justificacion

El desarrollo de un individuo depende de manera importante de las condiciones
nutricionales durante la gestacion, ya que en este periodo se forman los tejidos fetales y se
incrementan las reservas maternas para la lactancia; por lo que aumentan los
requerimientos de energia y proteinas, entre otros (Serralda y cols. 2003), cuando no se
cubren tales requerimientos se promueve la desnutricion y/o malnutricion (Shetty 2006).

En seres humanos, estudios epidemioldgicos de desnutricion materna por una
deficiencia de todos los nutrientes (energético-proteinica), reportan en el feto limitaciones
en el desarrollo fisico, cognitivo, reproductivo, metabolico y patologias conocidas como
Kwarshiorkor y Marasmo (Grantham-Mc Gregor 1995). Algunos estudios epidemiologicos
muestran que hay una relacion entre el tipo de ambiente intrauterino y los riesgos para
desarrollar alteraciones del metabolismo (Smith y Ozanne 2006).

En animales de experimentacion, un modelo utilizado para valorar trastornos
metabodlicos en la vida adulta es la aplicacion de dietas restringidas en proteinas a las
madres gestantes, lo cual muestra alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, lipidos,
insulina y leptina (Smith y Ozanne 2006; Zambrano y cols. 2006), en higado y en arterias
causa alteraciones y cambios fisioldgicos (Rodford y cols. 2008), también se observan
alteraciones en la funcion del eje Hipotdlamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) en la edad adulta,
lo cual sugiere que la programacion del eje (HPA) puede ser una respuesta a las
alteraciones del entorno intrauterino (Langley-Evans 2005). También se tienen efectos
sobre el cerebro, higado, tejido endotelial y musculatura estriada de las extremidades
superiores e inferiores (como el musculo tibial). Ningun estudio se ha enfocado a los
musculos del piso pélvico (pubococcigeo, iliococcigeo y coccigeo), cuya musculatura es
importante en la dindmica funcional de la miccion.

Por otra parte, la dieta postnatal rica en carbohidratos también tiene efectos
deletéreos en el metabolismo como por ejemplo: intolerancia a la glucosa, aumento de
colesterol, triglicéridos, e insulina, disminucion de C-HDL (colesterol en lipoproteinas de
alta densidad) (El Hafidi y cols. 2001; Alexander y cols. 2004; Herman y cols. 2008). Sin
embargo, ain se desconoce si las crias de ratas, provenientes de madres que durante la

gestacion fueron sometidas a restriccion proteinica, son mas vulnerables a alteraciones
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histologicas del musculo pubococcigeo cuando son sometidas en la vida adulta al consumo
elevado de carbohidratos.

A diferencia de otros, los musculos pélvicos contribuyen a la continencia (urinaria
y fecal) y controlando actividades expulsivas (como el parto). Afecciones en estos
musculos se relacionan con serios problemas de incontinencia urinaria, una afeccién con
alta prevalencia en mujeres multiparas y postmenopdusicas. Por otro lado, se ha propuesto
que una malnutricion proteinica podria ser una causa importante de sarcopenia, patologia
definida como la reduccion cuantitativa de la masa muscular estriada, lo que conlleva a una
disminucion de la fuerza. En general, el ambiente nutricional tanto en exceso como por
déficit se asocia con sarcopenia y éste a su vez se ha asociado con problemas de obesidad y
alteraciones anatomicas y funcionales de la musculatura estriada (Fuenmayor y cols.
2007).

Los resultados del presente trabajo forman parte de un proyecto de investigacion
integral que aborda un relevante y complejo modelo de malnutricion muy similar al que

presentan diferentes culturas en el mundo, la misma cultura mexicana podria estar incluida.
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V. Hipotesis

La restriccion proteinica gestacional y el consumo de agua azucarada en la vida
adulta de la progenie provoca cambios en las concentraciones de glucosa, triglicéridos,
colesterol, colesterol-HD y alteraciones histologicas en el musculo pubococcigeo de la

rata.

VI. Objetivo General

Determinar si la restriccion proteinica gestacional y el consumo de agua azucarada
en la vida adulta de la progenie provoca cambios en las concentraciones séricas de glucosa,
triglicéridos, colesterol, colesterol-HDL y alteraciones histologicas en el musculo

pubococcigeo.

VII. Objetivos especificos

En la madre

* Administrar una dieta restringida en proteinas al 50% durante la gestacion.
En el crio

* Evaluar medidas morfométricas al nacer.

* Evaluar glucosa, triglicéridos, colesterol y colesterol-HDL en sangre.

* Evaluar las medidas morfométricas del mPc.

* Determinar el area de las fibras del mPc.

¢ Determinar la frecuencia del area de fibras del mPc.
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VIII. Metodologia

Se utilizaron 20 ratas hembras virgenes de la cepa Wistar de tres meses de edad que
fueron manejadas en condiciones de bioterio a una temperatura de 20+2 °C, con ciclo de

luz-oscuridad invertido de 12/12hrs.

* Grupos experimentales de las madres

El dia del apareamiento es considerado el dia 0 de gestacion. A partir del dia uno
de gestacion, se midio el consumo de alimento diario y el peso corporal. Las ratas fueron
divididas en dos grupos:

Control, ratas alimentadas con una dieta Chow 5001 de Purina (20% de proteina) y
agua simple de manera ad libitum.

Restriccion proteinica gestacional, ratas adultas alimentadas durante los 21 dias de
gestacion de manera ad libitum con una dieta isocaldrica reducida en proteinas (10% de

proteina) (Tabla 3).

* Grupos experimentales de las crias

Después del parto, las camadas fueron ajustadas a 10 crios para estandarizar la
demanda durante la lactancia. La proporcion de machos y hembras fue 1:1 como fue
posible. Las crias al nacimiento fueron pesadas en una balanza Oahus de 0-500 g y la talla,
circunferencia cefalica, abdominal y la distancia ano-genital se tomaron con un Vernier
digital Mitutoyo 700-113-10.

A las ratas lactantes se les proporcion6 alimento ad libitum Rodent Lab Chow*
5001 de Purina que es una dieta que estd formulada para todo el ciclo de vida de ratas. Al
destete, las crias fueron separadas por sexo y se mantuvieron con el mismo alimento, a la
edad de 12 semanas, las crias de ambos grupos fueron divididas en dos subgrupos: a uno se
le proporciond agua simple para beber y al otro agua azucarada al 5%, ver disefio

experimental.
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Ingredientes Dieta normal en proteina (%) Dieta reducida en proteina (%)
Caseina 20 10
Cisteina 0.3 0.15
Colina 0.165 0.165
Mezcla de vitaminas 1 1
Mezcla de minerales 5 5
Celulosa 5 5
Aceite de maiz 5 5
Carbohidratos

Almidon de maiz 31.76 37.34
Dextrosa 31.76 37.34
Kcal/g de dieta 4 4

Tabla 3.- Composicion de las dos dietas isocaldricas con las que se alimentaron a las ratas durante la
gestacion.

*  Obtencion del musculo pubococcigeo y analisis anatomico

Se realizo un incision longitudinal sobre la linea media de la piel abdominal para
remover el musculo obturador externo, la sinfisis pubica y el musculo obturador interno,
inmediatamente se removio el recto y ano para disecar el musculo pubococcigeo. Una vez
removido el misculo fue pesado y medido (longitud y ancho). Inmediatamente después fue
sumergido en formaldehido al 4% (fijador) por 24 h. Posteriormente, el tejido fue
deshidratado con alcohol etilico en concentraciones ascendentes (70, 80, 96 y 100%),
aclarado en xileno e incluido en paraplast X-tra para obtener cortes transversales (7 um) en
un micrétomo. Los cortes fueron recolectados en portaobjetos formando series paralelas.
De las series paralelas de cortes histologicos que se formaron, una serie fue tefiida con H-
E, para determinar la proporcion de fibras de musculatura estriada y de colageno (tejido
conectivo), asi como el didmetro y nimero de nucleos celulares de cada fibra muscular.
Las demas series fueron guardadas para estudios posteriores. Los cortes fueron sometidos
al tren de tincion que implico eliminar el paraplast X-tra con xileno, hidratarlos con
alcoholes de concentraciones descendentes (100-60%), lavarlos en agua destilada, tefiirlos
con hematoxilina de Weigert, lavar el exceso de colorante, sumergirlos en alcohol 4cido,
lavarlos en agua destilada, tefiir con eosina, deshidratarlos en alcoholes de concentraciones

ascendentes (60-100%) y xileno para montarlos con cytoseal TM 60. Del musculo se

27



realizo un barrido histoldgico, para determinar el numero de cortes a analizar. El andlisis se
realizd con la ayuda de un analizador de Imédgenes AxioVision REL 4.6 (Zeiss Inc 2007)
en fotografias tomadas con una camara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles montada en un

microscopio Optico Zeiss Imager A.1 (a 100, 200 y 400 aumentos totales).

*  Obtencion de muestras sanguineas y determinaciones bioquimicas

Previo al sacrificio, y habiendo cumplido un ayuno de cuatro horas, a cada rata se le
midi6 la glucosa sérica con un analizador Accutrend GCT, Roche Diagnostics.
Inmediatamente después los animales fueron decapitados y se colectaron dos tubos con
sangre total, misma que fue centrifugada para recolectar el suero sanguineo en el cual se
determinaron las concentraciones de triglicéridos, colesterol y colesterol de lipoproteinas
de alta densidad (C-HDL).

Para la determinacion de triglicéridos se utilizé 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 5 pl de muestra y 500 pl de reactivo. Se agitaron en un vortex y se dejaron
reposar por 10 minutos a temperatura ambiente. Se realizd la lectura en un
espectrofotometro a 500 nm.

Para la determinacion de colesterol se utilizo el método enzimdtico 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 enzimatico liquido (cat No. 1011). Se agitaron en un
vortex y se dejaron reposar por 10 minutos a temperatura ambiente. Se realiz6 la lectura en
un fotémetro a 492 nm.

Para la determinacién 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 pl 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 ul del sobrenadante y 500 pl del mismo reactivo que se utilizd para determinacion de
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colesterol total. Se agitaron en un vortex y se dejaron reposar por 10 minutos a temperatura

ambiente. Se realizd la lectura en un fotémetro a 492 nm.
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* Disefio experimental

Gestacion Lactancia Posdestete Semana 12-22 Sacrificio
l —
| Ad lib chow C
Dieta 20 % de -
Ad lib ch
proteina cow Ad lib chow ety C/A
Dieta 10 % de a Ad lib chow
proteina Ad lib chow Ad lib chow R
Ad lib ch
atucarada sl S % R/A

Medidas morfometricas

Medicién de glucosa Obtencién de
trigliceridos, colesteroly =" muestras €«
colesterol-HDL sanguineas

Extraccion,
Analisis de fijacion, inclusion
fotos tincién y tomas de
fotos del mPc
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¢ Analisis estadistico

El disefio experimental es un modelo bifactorial separado por sexos, donde la
primera variable es la dieta materna como un factor aleatorizado y la segunda variable es
el consumo de agua azucarada como un factor de medidas repetidas. Se utilizaron dos
animales de cada camada y de cada sexo, por lo que fueron promediados para considerar la
media como dato de la camada. Cabe mencionar que el numero de individuos fue
estandarizado a 10 miembros por camada para evitar que esto fuera un factor que
interfiriera en andlisis posteriores.

Se utilizd el paquete estadistico del programa GraphPad Prism para Windows
version cinco para el analisis descriptivo que proporciond la media y el error estandar de
ambos grupos. Para analizar las diferencias existentes desde el nacimiento hasta antes de
iniciar el consumo de agua azucarada entre los grupos C vs R, se realizo una prueba de t de
Student, posterior al consumo de agua azucarada se formaron los grupos C, C/A, Ry R/A,
los cuales se analizaron mediante una ANOVA de dos vias, se considerd un valor de p <

0.05 como diferencia significativa.
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IX. Resultados

La n que se utiliz6 para el presente proyecto fue de 6 ratas para el grupo control y 7
ratas para el grupo restringido, teniendo a dos ratas hermanas por grupo en la mayoria de
los casos (el dato utilizado fue el promedio de los datos).

El peso corporal de las ratas control al inicio (dia 1 de gestacion) fue de 217.1 +
5.2g y para las restringidas de 223.2 + 4.8g. En el dia 21 de gestacion, la media del peso
corporal fue de 334.1 + 10.7g para el grupo control y de 334.2 = 9.9g para el grupo
restringido, sin presentar diferencias significativas (p>0.05). La ganancia de peso por la
gestacion fue para el control de 117.01 £6.4g (58 %) y el restringido aumentoé 111.05 +
5.9g (49%), sin diferencia significativa. El consumo diario de alimento y de energia a lo
largo de la gestacion (dias 1, 7, 14 y 21) no tuvo diferencias significativas entre ambos
grupos (p>0.05), ni al calcularlo por 100 g de peso corporal. El consumo de proteinas

siempre fue menor en el grupo restringido vs control (p<0.05) (Tabla 4).

Variable Condicién DIA 1 DIA 7 DIA 14 DIA 21
C 217.1+5.2 231.4+6.9 257.9+6.9 334.1+10.7
Peso corporal (g)
R 2232 +4.8 2384+ 6.4 256.7+6.9 3342+99
C 283 +4.1 23.9+1.7 27.5+£2.5 18.1+£2.5
Alimento total (g/dia)
R 29.9+3.8 23.1+1.6 26.8+2.3 23.4+23
Consumo de alimento C 13.1+1.7 10.3+£0.6 10.7+£0.9 54+0.7
(g/100g de  peso
corporal) R 13.2+1.6 9.7+0.5 10.1+£0.8 7.1+0.7
Consumo de energia C 113.3+16.4 95.5+6.8 110.2 £10.1 72.1+10.0
(kcal/dia) R 119.5+15.2 92.4+6.3 107.1£9.3 93.8+£9.3
Consumo de proteina C 5.6+0.5 4.8+0.2 5.5+0.3 3.6+0.3
(g/dia) R 2.9+0.48" 23+02° 2.7+03" 2.3+0.3°

Tabla 4.- Consumo de alimento, energia y proteina de las ratas gestantes al dia 1, 7,14 y 21 de gestacion. Se

muestran los “p< 0.05 comparados con el control en el mismo dia. C=control; R=restringida.

* Medidas morfométricas de la progenie

Las medidas morfométricas obtenidas un dia después del nacimiento fueron: talla,

diametro cefalico, diametro abdominal, distancia ano-genital y peso corporal (Tabla 5).
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Control Restringidas

Peso corporal (g) Hembras 5.6+0.16 5.8+0.16
Machos 6.0+ 0.15 6.1+ 0.15
Longitud (mm) Hembras 48.1£ 0.76 45.8 +0.89
Machos 49.4+ 0.81 47+0.95
Diémetro cefalico (mm) Hembras 11.1+0.12 10.7 +0.18
Machos 11.2+0.19 10.8£0.23
Diédmetro abdominal mm) Hembras 13.8+0.46 13.1+0.54
Machos 14.1+£ 0.41 13.4+0.49
Relacioén cefalico- abdominal Hembras 0.81+0.03 0.83 £0.04
Machos 0.80+0.03 0.82+0.04
Distancia ano-genital (mm) Hembras 2.3+0.05 2.6 +0.06 *
Machos 4.4+0.06 4.8+ 0.07
Distancia ano-genital (mm g-1) Hembras 0.42+0.02 0.46 £0.02
Machos 0.74 £0.02 0.75+£0.02

Tabla 5.- Medidas morfométricas de las ratas crias después del nacimiento. Se muestra media+e.e. No se
encontraron diferencias, p>0.05 t Student (n= C= 6, R=7).

* Peso al nacer y ganancia de peso postnatal

Hembras

El peso al nacer del grupo C fue de 5.2+ 02 gyenel Rde 59+ 0.3 gy p=0.18
(Tabla 6). A la semana tres de edad (término de la lactancia) se calcul6 la ganancia de
peso, mediante la diferencia del peso a la semana 3 menos el peso al nacer, siendo en el
grupo C de 24.4 £ 0.8 gy en el R de 34.4 £ 2.5 g p=0.007 (Tabla 6) donde se observa que
a partir del dia 13 de lactancia inicia diferencia significativa entre los 2 grupos y se
mantiene hasta el final de la lactancia (Grafica 1). La ganancia de peso de la semana 3
(destete) a la semana 12 de edad se calculdo mediante la diferencia del peso a la semana 12
menos el peso a la semana 3, siendo en el grupo C de 29.0£31.3 g yenel Rde 31.3 £3.8
g p=0.83 (Tabla 6). La ganancia de peso de la semana 12 a la 22 de edad se calculo
mediante la diferencia del peso de la semana 22 menos el peso a la semana 12, siendo en el

grupo C de 186.12+ 7.3 gyenel Rde 178.6 £5.3 gp=0.48 (Tabla 6).
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Grupo Nacimiento Lactancia Destete Sacrificio

Control 52402 244+0.8  29.0+3.8 186.12+7.3
Restringido  5.9+0.3 344+25* 313+38 178.6 £5.3

Tabla 6.- Peso al nacer y ganancia de peso corporal en hembras. Se muestra mediate.e. Se
encontr6 diferencia significativa para la lactancia, p=0.007 t de Student (n=C=6 y R=7).
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Grafica 1.- Peso corporal durante la lactancia entre las ratas hembras controles ® y restringidas o que
sufrieron restriccion proteinica durante su etapa intrauterina.* p< 0.05 vs control.

Machos

El peso al nacer en el grupo C fue de 5.9 + 0.2g y en el R de 6.05 = 0.2g (Tabla 7).
A la semana tres de edad (término de la lactancia) se calculo la ganancia de peso, mediante
la diferencia del peso a la semana 3 menos el peso al nacer, siendo en el grupo C de 27 +
2.1g y en el R de 33.2 + 2.9¢g (Tabla 7) donde se observa que a partir del dia 17 de
lactancia inicia diferencia significativa entre los 2 grupos y se mantiene hasta el final de la
lactancia (Grafica 2). La ganancia de peso de la semana 3 (destete) a la semana 12 de edad

se calculé mediante la diferencia del peso a la semana 12 menos el peso a la semana 3,

34



siendo en el grupo C de 76.9 £ 49g y en el R de 77.9 + 9.8g (Tabla 7). La ganancia de
peso de la semana 12 a la 22 de edad se calculo mediante la diferencia del peso de la

semana 22 menos el peso a la semana 12, siendo en el grupo C de 283.9 + 10.5gy enel R

de 281.8 + 6.9g (Tabla 7).

Grupo Nacimiento  Lactancia Destete Sacrificio
Control 59+0.2 26+ 1.1 76.9+4.9 283.9+10.5
Restringido  6.05+0.2 302+1.9 77.9+£9.8 281.8+6.9

Tabla 7.- Peso y ganancia de peso en machos. Se muestra mediate.e. Se encontrd diferencia significativa
para la lactancia, p=0.007 t de Student (n=C= 6y R="7).

45 -
40
35 1 *
30 1

25 -

(gtee)

20

Peso corporal

15 4

10

0 T T T T T T T T T T T T T 1

T T T T T T T T
012 3 456 78 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22
Edad (dias)

Grafica 2.- Peso corporal durante la lactancia entre las ratas machos controles ® y restringidas o que
sufrieron restriccion proteinica durante su etapa intrauterina.* p< 0.05 vs control.
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* Parametros bioquimicos al sacrificio
Hembras

Glucosa

La concentracion de glucosa en el grupo C fue de 125.250 + 2.091mg/dL, del grupo
C/A fue de 124.750 + 2.063 mg/dL, del grupo R fue de 118.000 + 2.547 mg/dL y del grupo
R/A fue de 121.500 + 2.100 mg/dL (Grafica 3), la p obtenida para el efecto de la dieta fue
de p=0.0001, para el agua azucarada de p=0.100 y para la interaccion fue de p=0.032.
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Grifica 3.- Glucosa en hembras. Se muestra mediate.e. Se encontrd diferencia significativa mediante la
ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.0001, el consumo de agua azucarada p=0.100 y la interaccion D*A
p=0.032. * efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la interaccion D*A. Pos
hoc de Bonferroni, *** p=0.0001 C vs R, * p=0.05 C/A vs R/A * p=0.05 R vs R/A.
Triglicéridos

La concentracion de triglicéridos en el grupo C fue de 59.500 = 7.372mg/dL, del
grupo C/A fue de 69.7500 + 9.204mg/dL, del grupo R fue de 56.500 + 4.225mg/dL y del
grupo R/A fue de 68.000 = 6.218mg/dL. La concentraciéon de triglicéridos en sangre
aumenta por efecto del consumo elevado de carbohidratos P<0.05 (Grafica 4), la p
obtenida para el efecto de la dieta fue de p=0.388, para el agua azucarada de p=0.006 y

para la interaccion fue de p=0.818.
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Grifica 4.- Triglicéridos en hembras. Se muestra media+e.e. Se encontrd diferencia significativa mediante
la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.388, el consumo de agua azucarada p=0.006 y la interaccion D*A
p=0.818. * efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la interaccion D*A. Pos
hoc de Bonferroni, * p=0.05 C vs C/A, ** p=0.05 R vs R/A.

Colesterol

La concentracion de colesterol en el grupo C fue de 73.000 + 5.534mg/dL, del
grupo C/A 75.750 £ 9.150mg/dL, del grupo R fue de 78.000 £ 7.205mg/dL y del grupo
R/A fue de 82.000 = 7.434mg/dL. No se encontraron diferencias significativas entre
grupos (Grafica 5), la p obtenida para el efecto de la dieta fue de p=0.067, para el agua
azucarada de p=0.260 y para la interaccion fue de p=0.832.
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Grifica 5.- Colesterol en hembras. Se muestra mediate.e. No se encontrd diferencia significativa mediante
la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.067, el consumo de agua azucarada p=0.260 y la interaccion D*A
p=0.832. * efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la interaccion D*A. Pos
hoc de Bonferroni.
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Colesterol-HDL

La concentracion de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) en el
grupo C fue de 40.750 + 2.816mg/dL, del grupo C/A fue de 46.500 + 5.158mg/dL, del
grupo R fue de 42.500 + 2.282mg/dL y del grupo R/A fue de 51.000 = 2.343mg/dL.
(Grafica 6), la p obtenida para el efecto de la dieta fue de p=0.024, para el agua azucarada
de p=0.001 y para la interaccion fue de p=0.298.
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Grifica 6.- Colesterol-HDL de hembras. Se muestra mediate.e. Se encontr6 diferencia significativa
mediante la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.024, el consumo de agua azucarada p=0.001 y la
interaccion D*A p= 0.298. ¢ efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la
interaccion D*A. Pos hoc de Bonferroni, ® p=0.05 C/A vs R/A, * p=0.0001 C vs C/A *** p=0.0001 R vs
R/A.

Machos

Glucosa

La concentracion de glucosa en el grupo C fue de 128.250 + 2.959mg/dL, del grupo
C/A fue de 123.000 + 3.883mg/dL, del grupo R fue de 120.500 + 1.577mg/dL y del grupo
R/A fue de 121.000 + 3.053mg/dL. (Grafica 7), la p obtenida para el efecto de la dieta fue
de p=0.0004, para el agua azucarada de p=0.052 y para la interaccion fue de p=0.021.
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Grifica 7.- Glucosa en machos. Se muestra mediate.e. Se encontré diferencia significativa mediante la
ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.0004, el consumo de agua azucarada p=0.052 y la interaccion D*A
p=0.021. * efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la interaccion D*A. Pos
hoc de Bonferroni, *** p=0.0001 C vs R * p=0.05 C vs C/A
Triglicéridos

La concentracion de triglicéridos en el grupo C fue de 52.000 + 10.471mg/dL, del
grupo C/A fue de 74.500 £+ 16.243mg/dL, del grupo R fue de 48.000 + 5.064mg/dL y del
grupo R/A fue de 74.000 £ 5.464mg/dL. La concentraciéon de triglicéridos en sangre
aumenta por efecto del consumo elevado de carbohidratos P<0.05 (Grafica 8), la p

obtenida para el efecto de la dieta fue de p=0.573, para el agua azucarada de p=0.0001 y

para la interaccion fue de p=0.660.
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Grifica 8.- Triglicéridos en machos. Se muestra media+e.e. Se encontrd diferencia significativa mediante la
ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.573, el consumo de agua azucarada p=0.0001 y la interaccion D*A
p=0.660. * efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la interaccion D*A. Pos
hoc de Bonferroni, ** p=0.005 C vs C/A, *** p=0.0001 R vs R/A.

Colesterol

La concentracion de colesterol en el grupo C fue de 66.000 + 6.070mg/dL, del
grupo C/A 70.750 £ 6.122mg/dL, del grupo R fue de 61.000 £ 5.436mg/dL y del grupo
R/A fue de 71.000 + 3.779mg/dL. No se encontraron diferencias significativas entre
grupos (Grafica 9), la p obtenida para el efecto de la dieta fue de p=0.273, para el agua
azucarada de p=0.002 y para la interaccion fue de p=0.227.
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Grifica 9.- Colesterol en machos. Se muestra mediate.e. Se encontrd diferencia significativa mediante la
ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.273, el consumo de agua azucarada p=0.002 y la interaccion D*A p=
0.227. * efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la interaccion D*A. Pos hoc
de Bonferroni, ** p=0.005 R vs R/A.
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Colesterol-HDL

La concentracion de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (C-HDL) en el
grupo C fue de 45.750 £+ 3.409mg/dL, del grupo C/A fue de 45.000 + 4.577mg/dL, del
grupo R fue de 35.000 + 2.350mg/dL y del grupo R/A fue de 37.500 = 2.329mg/dL.
(Grafica 10), la p obtenida para el efecto de la dieta fue de p=0.001, para el agua
azucarada de p=0.497 y para la interaccion fue de p=0.213.
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Griafica 10.- Colesterol-HDL de machos. Se muestra mediate.e. Se encontré diferencia significativa
mediante la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.0001, el consumo de agua azucarada p=0.497 y la
interaccion D*A p= 0.213. ¢ efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la
interaccion D*A. Pos hoc de Bonferroni, *** p=0.0001 C vs C/A ¢ p=0.0001 R vs R/A.

¢ Evaluacion del mPc¢

Hembras

El peso del musculo pubococcigeo se obtuvo en gramos y corresponde en el grupo
C a 0.16 + 0.0005, en el grupo C/A a 0.24 + 0.01, en el grupo R 0.15 + 0.01 y en el
grupo R/A a 0.29 + 0.04 (Grafica 11), la p obtenida para el efecto de la dieta fue de
p=0.031, para el agua azucarada de p=0.020 y para la interaccion fue de p=0.0001. El largo
del musculo pubococcigeo se obtuvo en cm. Y corresponde en el grupo C a2.54 +0.16 y
en el grupo C/A a3.83 £0.28, en el grupo R a2.70 = 0.12 y en el grupo R/A a 4.05 = 0.36
(Grafica 12), la p obtenida para el efecto de la dieta fue de p=0.181, para el agua

azucarada de p=0.108 y para la interaccion fue de p=0.829. El ancho del musculo
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pubococcigeo se obtuvo en mm. Y corresponde en el grupo C a 0.57 + 0.06, en el grupo
C/A a 0.55 £ 0.06, en el grupo R a 0.61 £ 0.01 y en el grupo R/A a 0.64 = 0.02 (Grafica
13), la p obtenida para el efecto de la dieta fue de p=0.001, para el agua azucarada de

p=0.719 y para la interaccion fue de p=0.550.
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Grifica 11.- Peso del mPc de hembras. Se muestra media+te.e. Se encontré diferencia significativa mediante
la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.031, el consumo de agua azucarada p=0.020 y la interacciéon D*A
p=10.0001. * efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la interaccion D*A. Pos
hoc de Bonferroni, *** p=0.0001 C/A vs R/A *** p=0.0001 R vs R/A.
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Grifica 12.- Longitud del mPc de hembras. Se muestra mediate.e. No se encontrd diferencia significativa
mediante la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.181, el consumo de agua azucarada p=0.108 y la
interaccion D*A p= 0.829. ¢ efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la
interaccién D*A. Pos hoc de Bonferroni.
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Griafica 13.- Ancho del mPc de hembras. Se muestra mediate.e. Se encontrd diferencia significativa
mediante la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.001, el consumo de agua azucarada p=0.719 y la
interaccion D*A p= 0.550. ¢ efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la
interaccion D*A. Pos hoc de Bonferroni, ® p=0.05 C/A vs R/A

El area del corte transversal del musculo pubococcigeo se obtuvo en milimetros y
corresponde en el grupo C a 3.306 £ 0.162, en el grupo C/A a 3.051 = 0.610, en el grupo
R 3.031 £ 0.557y en el grupo R/A a 2.674 £+ 0.492 (Grafica 14), la p obtenida para el
efecto de la dieta fue de p=0.105, para el agua azucarada de p=0.127 y para la interaccion
fue de p=0.794. El area de las fibras del corte transversal del misculo pubococcigeo se
obtuvo en milimetros. Y corresponde en el grupo C a 782.388 + 43.185 y en el grupo C/A
a 784.372 £ 96.253, en el grupo R a 866.306 = 64.716 y en el grupo R/A a 476.666+
66.059 (Grafica 15), la p obtenida para el efecto de la dieta fue de p=0.240, para el agua
azucarada de p=0.088 y para la interaccion fue de p=0.077.

43



e}
]

(=2}
'l

Milimetros
ra

N
1

Con'trol Restri'ngido
Dieta gestacional

Grifica 14.- Area del mPc de hembras. Se muestra mediate.e. No se encontro diferencia significativa
mediante la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.105, el consumo de agua azucarada p=0.127 y la
interaccion D*A p= 0.794. ¢ efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la
interaccién D*A. Pos hoc de Bonferroni.
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Grifica 15.- Area de fibras del mPc de hembras. Se muestra mediate.e. Se encontré diferencia significativas
mediante la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.240, el consumo de agua azucarada p=0.088 y la
interaccion D*A p= 0.077. ¢ efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la
interaccién D*A. Pos hoc de Bonferroni, *** p=0.0001 R vs R/A.

Los histogramas de frecuencia que se obtuvieron para la distribucioén de tamafios de
las fibras del musculo pubococcigeo para el grupo C (Grafica 16A), para el grupo C/A
(Grafica 16B), para el grupo R (Grafica 16C) y para el grupo R/A (Grafica 16D)
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Grifica 16.- Histogramas de frecuencia que muestran la distribucion de tamafios de las fibras del musculo

pubococcigeo en hembras. No se encontraron diferencias significativas, p>0.05 prueba de Fisher (n= C= 6,
C/A=6,R=7y R/A=T).

Machos

El peso del musculo pubococcigeo se obtuvo en gramos y corresponde en el grupo
Ca0.268 £0.015, en el grupo C/A a0.275+0.015, enel grupo R 0.274 £0.021 y en el
grupo R/A a 0.253 £ 0.009 (Grafica 17), la p obtenida para el efecto de la dieta fue de
p=0.200, para el agua azucarada de p=0.278 y para la interaccion fue de p=0.034. El largo
del musculo pubococcigeo se obtuvo en cm. Y corresponde en el grupo C a 3.047 £+ (0.145,
en el grupo C/A a 2.945 + 0.090, en el grupo R a 3.100 = 0.047 y en el grupo R/A a 2.760
+ 0.154 (Grafica 18), la p obtenida para el efecto de la dieta fue de p=0.164, para el agua
azucarada de p=0.0001 y para la interaccion fue de p=0.017. El ancho del musculo
pubococcigeo se obtuvo en mm y corresponde en el grupo C a 0.627 + 0.033, en el grupo

C/A a 0.680 = 0.033, en el grupo R a 0.680 + 0.024 y en el grupo R/A a 0.675 + 0.019
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(Grafica 19), la p obtenida para el efecto de la dieta fue de p=0.041, para el agua
azucarada de p=0.041 y para la interaccion fue de p=0.015.
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Grifica 17.- Peso del mPc de machos. Se muestra mediate.e. Se encontr6 diferencia significativa mediante
la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.200, el consumo de agua azucarada p=0.278 y la interaccion D*A
p=0.034. * efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la interaccion D*A. Pos
hoc de Bonferroni, * p=0.05 C/A vs R/A * p=0.05 R vs R/A
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Grifica 18.- Largo del mPc de machos. Se muestra mediate.e. Se encontr6 diferencia significativa mediante
la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.164 el consumo de agua azucarada p=0.0001 y la interacciéon D*A
p=0.017. * efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la interaccion D*A. Pos
hoc de Bonferroni, ® p=0.05 C/A vs R/A *** p=0.0001 R vs R/.
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Grifica 19.- Ancho del mPc de machos. Se muestra mediate.e. Se encontr6 diferencia significativa mediante
la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.200, el consumo de agua azucarada p=0.278 y la interaccion D*A
p=0.034. * efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la interaccion D*A. Pos
hoc de Bonferroni, ® p=0.05 C vs R *** p=0.0001 C vs C/

El 4rea del corte transversal del musculo pubococcigeo se obtuvo en micras y
corresponde en el grupo C a 5.552 + 0.637, en el grupo C/A a 4.111 £+ 0.323, en el grupo
R 4.581 £ 0.434 y en el grupo R/A a 4.865 + 0.488 (Grafica 20), la p obtenida para el
efecto de la dieta fue de p=0.572, para el agua azucarada de p=0.005 y para la interaccion
fue de p=0.0002. El area de las fibras del corte transversal del musculo pubococcigeo se
obtuvo en milimetros. Y corresponde en el grupo C a 1047.597 + 56.640 y en el grupo C/A
a 1130.372 £ 52.929, en el grupo R a 1148.107 + 135.237 y en el grupo R/A a 103.4503 +
123.081 (Grafica 21), la p obtenida para el efecto de la dieta fue de p=0.959, para el agua

azucarada de p=0.709 y para la interaccion fue de p=0.023.
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Grifica 20.- Area del mPc de machos. Se muestra media+e.e. Se encontrd diferencia significativa mediante
la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.572, el consumo de agua azucarada p=0.005 y la interaccion D*A
p=0.0002. * efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la interaccion D*A. Pos
hoc de Bonferroni, ® p=0.05 C/A vs R/A, ** p=0.005 C vs R *** p=0.0001 C vs C/A
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Grifica 21.- Area de fibras del mPc de machos. Se muestra mediate.e. No se encontrd diferencia
significativa mediante la ANOVA de dos vias, por la dieta p=0.959, el consumo de agua azucarada p=0.709
y la interaccion D*A p= 0.023. * efecto de la dieta. * efecto del consumo de agua azucarada. ¢ efecto de la

interaccién D*A. Pos hoc de Bonferroni.

Los histogramas de frecuencia que se obtuvieron para la distribucioén de tamafios de
las fibras del musculo pubococcigeo para el grupo C (Grafica 22 C), para el grupo C/A
(Grafica 22 C/A), para el grupo R (Grafica 22 R) y para el grupo R/A (Grafica 22 R/A).
La distribucion del area de fibras respecto a su tamano se modifico ya que en los machos,
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el grupo R vs C presento mayor porcentaje de areas de 700 a 1299 pum® (*p= 0.047), el
grupo R vs C presentd menor porcentaje de fibras de 1300-1899 pm? (ep= 0.047) y el
grupo RA vs R presenté mayor porcentaje de fibras de 1300-1899 pm? (¢p= 0.047).
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Grafica 22.- Histogramas de frecuencia que muestran la distribucion de tamarios de las fibras del musculo
pubococcigeo de machos. El grupo R vs C presento mayor porcentaje de areas de 700 a 1299 pm? (*p=

0.047), el grupo R vs C presentd menor porcentaje de fibras de 1300-1899 pm? (sp= 0.047) y el grupo RA vs
R presenté mayor porcentaje de fibras de 1300-1899 um?* (¢p= 0.047)
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X. Discusion

En el presente estudio se han correlacionado los probables efectos que pudiera
padecer una misma progenie a partir de dos manipulaciones, la primera en la madre, esto
es a través de una malnutricion gestacional materna, y posteriormente el consumo de agua
azucarada en la vida adulta de la progenie, particularmente se estudio la histologia del
musculo pubococcigeo de la rata. Paralelamente, se estudiaron otros indicadores
anatomicos y bioquimicos.

El contenido de proteina normal en la dieta de la rata representa aproximadamente
el 20 % de toda la composicion, en el presente trabajo se realiz6 una restriccion de proteina
del 50 % total en la dieta durante la etapa de la gestacion, con lo cual observamos que la
ganancia de peso y el consumo de alimento tanto en el grupo C y R no presentan cambios
significativos, lo cual concuerda con los trabajos previos realizados por Torres y cols. 2010
y Zambrano y cols. 2005b, donde no hubo diferencias en peso ni ingesta entre los grupos
experimentales y las ratas prefiadas ganaron el mismo peso durante todo el embarazo. El
consumo de proteina (g/dia) que la rata madre gestante tuvo durante el periodo de
gestacion fue inferior en el grupo R vs C, lo cual confirma que los crios del grupo R
sufrieron una restriccion de proteinas durante la gestacion, lo que pudiera comprometer al
crio a padecer alteraciones en parametros bioquimicos en sangre y a cambios histolégicos
en el mPc (Alves y cols. 2008; Arora y Rochester 1982; Barker y cols. 2007).

Primeramente, se evaluaron los indicadores de crecimiento fetal de la rata al
momento del nacimiento (medidas morfométricas). En la comparacion de estos indicadores
no encontramos diferencias significativas del grupo restringido comparado contra el
control, por lo que no hay evidencia de la restriccion del crecimiento fetal. Dichos
indicadores son: peso corporal, talla, didmetro cefdlico 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 % (Guzmaéan y cols. 2006),
55% (Langley-Evans 2000) y 60 % (Qasem y 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
Langley-Evans 2009), lo cual sugieren una asociaciéon directa entre la restriccion de

proteinas durante la gestacion y las enfermedades en la vida adulta y que no siempre
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depende del peso al momento del nacimiento (Langley-Evans 2006). Lo anterior nos
sugiere que pese a no encontrar un bajo peso o talla al nacer podriamos encontrar
alteraciones en la vida adulta de crios que durante la gestacion tuvieron una restriccion
proteinica gestacional.

Durante la lactancia, se observa que en los grupos restringidos tanto de machos
como hembras presentan un aumento de peso, el cual permanece hasta el final de la
lactancia, este aumento de peso postnatal se ha relacionado con alteraciones en la vida
adulta. En estudios en humanos se ha visto que personas que nacen con menor talla y peso
respecto a su edad gestacional y que posteriormente son alimentadas abundantemente con
respecto a su peso y talla, presentan crecimiento acelerado en la vida postnatal (Raveli y
cols. 1998; Strauss 1997). Sin embargo hasta la fecha se desconoce en que forma este
incremento de peso durante la lactancia pudiera afectar a la musculatura estriada.

En cuanto a la evaluacion de los parametros bioquimicos encontramos alteraciones
debido a que la energia necesaria para la contraccion es proporcionada por la hidrélisis del
ATP, la obtencion de ATP se logra mediante dos mecanismos: A) La glucolisis aerobia de
la glucosa y de las grasas en las mitocondrias.- Es la principal fuente de ATP y alcanza un
alto nivel en las fibras rojas resistentes a la fatiga (poseen numerosas mitocondrias). Estas
pueden utilizar el oxigeno cedido por la mioglobina, lo que les permite soportar numerosas
contracciones. B) La glucolisis anaerobia a partir de la glucasa que se conbierte en acido
lactico.- Este mecanismo tiene un papel importante en las fibras blancas de contraccion
rapida, que actuan durante poco tiempo y se fatigan rapidamente (en fibras resistentes
cuando se agota el oxigeno). La concentracion de gluccosa en las hembras disminuye por
efecto de la restriccion de la dieta en hembras para el grupo R vs C y en el grupo R/A vs
C/A y en machos se reducen para los grupos C/A vs C, también se indica un aumento en la
concentracion de glucosa por efecto del consumo de agua azucarada en hembras para el
grupo R/A vs R y en los machos un decremento para el grupo C vs C/A. Lo cual concuerda
con algunos trabajos realizados en ratas que provienen de madres sometidas a restriccion
de proteinas durante la gestacion, donde se muestra una alteracion del metabolismo de
carbohidratos a los nueve meses de edad (Langley y cols. 1994). Sin embargo las
alteraciones del metabolismo de carbohidratos son mdas evidentes cuando las ratas que
provienen de madres con restriccion de proteina son valoradas en la vejez (Petry y cols.

2001). La glucosa estimula la secrecion de insulina por el pancreas y en consecuencia se
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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 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
cual 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). Sin embargo para este trabajo no se
realiz6 una medicion de insulina. 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 de 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 s6lo 10 semanas e inicia en la
vida adulta de las ratas (3 meses de edad) y la concentracion 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 porque 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 alterd la concentracion de glucosa
sérica.

Para mantener al sistema muscular en dptimas condiciones, se debe tener presente
una dieta equilibrada con dosis justas de glucosa que es la principal fuente energética de

nuestros musculos. Evitar el exceso en el consumo de grasas, ya que no se metabolizan
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completamente, produciendo sobrepeso. La regulacion del metabolismo de la glucosa en el
musculo esquelético implica una interaccion compleja con otros combustibles,
especialmente FFA (Acidos Grasos Libres). Se cree que la resistencia de insulina esta
asociada a una superabundancia de lipidos. Vrana demostr6 que la utilizacion de glucosa se
reduce, pero los 4cidos palmiticos incrementan del diafragma de ratas alimentadas con una
dieta alta en fructosa por un periodo corto de tiempo (3 - 4 semanas) (Vrana y cols. 1987).

Se conoce que el aumento de trigliceridos en sangre esta relacionado con la falta de
respuesta a la accion de la insulina y la hiperinsulinemia, incluso en ausencia de diabetes,
una disminucién de los niveles. La concentracion de triglicéridos en las ratas no se ve
modificado por efecto de la dieta en ambos sexos, sin embargo; los resultados obtenidos
indican un aumento en la concentracion de triglicéridos por efecto del consumo de agua
azucarada para ambos sexos en el grupo C/A vs C y el grupo R/A vs R. Lo cual no
concuerda con Erhuma y cols. 2007 quienes observan 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 y por otra parte concordamos con
D’Alessandro y cols. 2000 ya que una dieta alta en sacarosa ocasiona hipertriglicéridemia
que es acompafiado por un aumento substancial de los almacenes de triglicérido en el
musculo gastronemio.

Los hallazgos de este trabajo en la concentracion de triglicéridos concuerdan con
trabajos realizados en ratas con elevado consumo de carbohidratos (El Hafidi y cols. 2000,
Alexander y cols. 2004), donde las concentraciones de triglicéridos en sangre se
encuentran elevadas debido a las dietas ricas en carbohidratos. 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 energética. En ratas, las dietas ricas en carbohidrato (por ejemplo sacarosa o
fructosa) inducen dislipidemias (aumento del triglicérido del plasma y de los niveles de
acidos grasos libres), el adiposito visceral, y la insensibilidad de la insulina en varios
tejidos incluyendo el musculo esquelético (D” Alessandro y cols. 2000).

La concentracion de colesterol en las ratas no se ve modificado por efecto de la
restriccion de proteina que tuvieron las madres durante el periodo de gestacion, solo en
machos por efecto el consumo de agua azucarada. Esto puede deberse a que el aumento del

colesterol en sangre esta condicionado por la ingesta de este en la dieta y por la fuente
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endogena, esta ultima 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
oxidacion (Schumm 1989).

Las HDL son las lipoproteinas mas pequefias y mas densas y estan compuestas de
una alta proporcion de proteinas. El higado sintetiza estas lipoproteinas como proteinas
vacias y tras recoger el colesterol incrementan su tamano al circular a través del torrente
sanguineo. Los hombres suelen tener un nivel notablemente inferior de HDL que las
mujeres (por lo que tienen un riesgo superior de enfermedades del corazon). La
concentracion de Colesterol-HDL en las ratas se incrementa por efecto de la restriccion de
la dieta en hembras para el grupo R/A vs C/A y en machos se reducen para el grupos C/A
vs Cy para el grupo R/A vs R, también se indican un aumento en la concentracion de C-
HDL por efecto del consumo de agua azucarada en hembras para el grupo C/A vs C y para
el grupo R/A vs R. Lo anterior concuerda 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 disminucién en la concentracion de Colesterol-HDL, sugiere que
hay riesgo ateroesclerotico, ya que en humanos se ha reportado que la disminucion de
Colesterol-HDL es un marcador de riesgo para enfermedades cardiovasculares (Barter y
cols. 2007).

Finalmente en cuanto a las observaciones y resultados obtenidos en el mPc
conjuntamente con los referencias encontradas en la literatura apreciamos que la
deficiencia nutricional prenatal culminan con la restriccion del crecimiento intrauterino y
postnatal, lo cual se ha visto que lleva a la resistencia a la insulina (Raychaudhuri y cols.
2008). El mecanismo predominante de adaptacion que subyace a esta alteracion fenotipica
en adultos, consiste en el transporte de glucosa anormal de los tejidos sensibles a la
insulina. El transporte de glucosa, se produce por difusion facilitada y esta a cargo de los
transportadores de glucosa (GLUT). El GLUT4 es la principal isoforma sensible a la
insulina que se expresa en los tejidos como el musculo esquelético, tejido adiposo y el
musculo cardiaco (Raychaudhuri y cols. 2008). Ademas, GLUT4 se expresa en lineas
celulares del musculo esquelético durante la diferenciacion de mioblastos a miotubos
sensibles a la insulina (Richardson y Pessin 1993), la interrupcion selectiva de GLUT4 en

el musculo esquelético resulta en resistencia a la insulina y la intolerancia a la glucosa,
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confirmando el papel fundamental de esta isoforma en la mediacion de sensibilidad a la
insulina (Zisman y cols. 2000).

En algunos trabajos previos como es el caso del realizado por Raychaudhuri y cols.
2008 se ha observado que una base central de la resistencia a la insulina en los hijos con
Reduccion del Crecimiento Intra-Uterino (RCIU) se debe a cambios fundamentales en el
GLUT4 del musculo esquelético. Estos cambios incluyen: 1) disminuciéon de GLUTH4,
RNA-m y concentracion de proteinas en el musculo esquelético, lo que sugiere
aberraciones en el control transcripcional, y 2) resistencia a la insulina de post-traduccional
y translocaciéon de GLUT4 a partir de vesiculas intracelulares a la membrana plasmatica
(Raychaudhuri y cols. 2008). Aunque se conoce poco sobre estos procesos epigenéticos, no
se sabe nada sobre los mecanismos moleculares responsables. En un trabajo previo, se
demuestra que el fenotipo de resistencia a la insulina en la descendencia femenina RCIU
adulta se trasmite transgeneracionalmente (Zambrano y cols. 2005a). Estas observaciones
confirman una base epigenética para la propagacion de resistencia a la insulina
(Raychaudhuri y cols. 2008).

En un trabajo realizado por Raychaudhuri y cols. 2008 se examino los mecanismos
de transcripcion y epigenéticos que participan en la disminucion de ARN-m de GLUT4 en
el musculo estriado durante el crecimiento intrauterino restringido (CIR) de ratas hembra.
Un aumento en MEF2D (inhibidor) con una disminucion en MEF2A (activador) y MyoD
(coactivador) vinculado al promotor de GLUT4 en RCIU vs el grupo control, se observo
que el papel funcional de los sitios MEF2/MyoD-binding y CpG involucrados en la
transcripcion de genes GLUT4 se confirm6 en C2C12 células musculares. No hubo
metilacion diferencial de estos grupos del CpG en el promotor de GLUT4, sin embargo se
ocasiono una disminucion de la asociacion entre MyoD y MEF2A. Llegando a la
conclusion de que los mecanismos epigenéticos consisten en modificaciones que reprimen
el codigo de histonas del GLUT4 en el musculo esquelético, la transcripcion en el periodo
postnatal y que persisten en la descendencia RCIU de hembras adultas.

Tanto la restriccion de proteinas como el consumo de agua con azlcar tuvieron
efectos sobre el mPc tanto en hembras como en machos, en el caso de las hembras; se
observa que el peso del mPc se incrementa en el grupo R/A vs C/A y en R/A vs R, el largo
del mPc no presento diferencias, el ancho del mPc se incremento en el grupo R/A vs C/A,

el area del corte transversal del mPc no presenta diferencias, el area de fibras del mPc se
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reduce en el grupo R/A vs R y en el caso de la distribucion del area de fibras del mPc
respecto a su tamafio no hubo diferencias significativas. En machos; se observa que el peso
del mPc se ve reducido en el grupo R/A vs C/A y en el grupo R/a vs R, el largo del mPc
se ve reducido en el grupo R/A vs C/A y en el grupo R/A vs R, el ancho del mPc se
incrementa en el grupo C/A vs C'y en el prupo R vs C, el area del corte transversal del mPc
se reduce en los grupos C/A vs Cy en el grupo R vs C y aumenta en el grupo R/A vs C/A,
el area de fibras del mPc no presenta diferencia y en el caso de la distribucion del area de
fibras del mPc respecto a su tamafio se modifico ya que el grupo R presenté6 mayor nimero
de fibras de 700 um” vs C a la vez que presentan menos fibras de 1300 pm® y el grupo RA
presenta mayor namero de fibras de 1300 pm” vs R. Los cambios encontrados en los
histogramas nos indican un aumento de frecuencia del promedio de areas de fibras
pequeiias, lo anterior concuerda con algunos trabajos que reportan alteraciones histologicas
y morfologicas sobre la misculatura estriada en otros musculos como lo es el caso del de
Alves y cols. 2008 donde se analiza el efecto de la restriccion de proteinas al 8% VS el
grupo control con 22% de proteinas durante la gestacion y lactancia a los dias 7, 14 y 28,
donde se observa que el peso corporal del musculo tibial fue inferior en el grupo
restringido, durante los dias 7 14 y 28, se observan fibras con un menor didmetro, mayor
polimorfismo y un aumento de tejido conjuntivo. También se ha reportado el incremento
de fibras pequenas por efecto de la castracion de machos a las 6 semanas ya que se reduce
significativamente el area de las fibras después de 2 y 6 semanas (Alvarado y cols. 2008).
Los resultados en el mPc indican un incremento en el tejido conectivo del grupo R
en machos y hembras, este se vio aumentado en el grupo R concordando con trabajos
previos en los cuales se ha reportado un incremento de tejido conectivo, disminucion de
fibras musculares y disminucién del area de fibras debido a la restriccion gestacional
(Alves y cols. 2008; Montgomery 1962), sin embargo, hasta la fecha no se ha evaluado la
implicacion que tenga este aumento de tejido conectivo respecto a su funcionalidad.
Consideramos necesario la evaluacion de este incremento de tejido conectivo debido a que
este pudiera tener una implicacion fisioldgica en el organismo. Este incremento de tejido
conectivo puede estar ejerciendo una alteracion en el papel funcional que este musculo
puede estar ejerciendo en sus funciones reproductivas (como el parto y la expulsion
seminal) y no reproductivas (como la continencia urinaria y fecal). Finalmente, en

experimentos que se realizan en nuestro grupo se ha observado que en la coneja, el tipo y
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metabolismo de fibras que componen predominantemente al mPc son del tipo répidas. En
estudios posteriores habra que estudiar la fisiologia muscular del mPc y su relacion con la
restriccion proteinica gestacional y el consumo de agua azucarada en la vida adulta de la
progenie con respecto a probables cambios en el tipo y metabolismo de las fibras que lo
componen.

El hallazgo mas importante en este trabajo es la alteracion morfoldgica y fisiologica
que sufre el mPc tanto en machos como hembras. Lo anterior nos lleva a suponer que estas
alteraciones pueden estar partipando en el desarrollo de diversas patologias como es el
caso de la continencia urinaria, ya que es de origen multivariable, sin embargo; hasta la
fecha no se ha reportado que la nutricion juegue un papel importante para el dasarrollo a

padecer dicha patologia.
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XI. Conclusion

Los resultados obtenidos sugieren que una dieta con restriccion proteinica gestacional
y el posterior consumo de una dieta alta en carbohidratos simples en la progenie adulta,
provoca alteraciones en los parametros metabdlicos y en la distribucion de frecuencia del
area de fibras del mPc en el caso de los machos, pudiendo ocasionar alteraciones durante
las actividades que desarrolla el musculo pubococciegeo como es el caso de la continencia

urinaria y la expulsion seminal.
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XII. Perspectivas

Con base a los resultados obtenidos en el presente trabajo proponemos realizar mas
estudios entorno a la restriccion proteinica gestacional aunado a un reto en la vida adulta
de la descendencia debido a que tanto la restriccion proteinica gestacional y el consumo de
agua azucarada en la vida adulta de la progenie no fueron tan drasticos como en otros
protocolos, por ello esperamos que en proximas investigaciones se analice la restriccion de
proteinas durante la gestacion con el consumo de agua azucarada a concentraciones mas
elevadas como es el caso de 30% de agua azucarada.

Pese a la informacion que se conoce sobre la restriccion gestacional consideramos
que se deberia realizar una evaluacion del estado de la madre posterior a la restriccion
gestacional al igual que el andlisis de las carcasas.

Con base a las observaciones del comportamiento que tuvieron las ratas cuando se
crearon los grupos C/A y R/A, creemos necesario realizar pruebas de conducta, ya que
dichos grupos eran mas hiperactivos, constantemente se encontraban bebiendo agua
azucarada y hacian cumulos con el aserrin.

Respecto al andlisis del mPc creemos necesario realizar la estimacion del niimero
de fibras por tratamiento, aun cuando la literatura reporta que la restriccion de proteinas
disminuye el nimero de fibras al igual que el didmetro de estas, realizar en cortes del mPc
tincion con ATP-asa para caracterizar el tipo de fibras que constituyen a dicho musculo
(fibras lentas, intermedias y rdpidas) a la par de NADH-TR para conocer el tipo de
metabolismo que poseen dichas fibras (Oxidativo o glucolitico). Lo anterior para ver si
nuestro protocolo de malnutricién ocasiona alteraciones en el metabolismo de las fibras
musculares del mPc.

Aun falta evaluar el papel del tejido conectivo y sus implicaciones en la funcion del
mPc debido a que solo observamos un ligero aumento de este tejido pero no fue
cuantificado ni evaluado.

Finalmente creemos que es importante evaluar fisicamente al mPc mediante
electromiografia o alguna otra prueba que nos pueda indicar que estas alteraciones
encontradas pueden estar interfiriendo de forma directa al desempefio de dicho musculo en

actividades como son la copula, miccion y expulsion espermatica.
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