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RESUMEN

Est4 bien establecido en una variedad de especies que las alteraciones producidas por la restriccién proteico-
calérica (RPC) o restriccion alimentaria pueden tener efectos permanentes si ésta ocurre en un periodo critico durante
la etapa del desarrollo fetal. Estudios epidemiol6gicos en humanos relacionan la incidencia de una variedad de
enfermedades en el adulto, tales como la diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares y la hipertensién con
la pobre nutricién prenatal y el bajo peso al nacer. Este grupo de enfermedades es cominmente conocido bajo el
término de Sindrome Metabdlico o Sindrome X. La nutricién materno-fetal comprometida resulta en un retardo en el
crecimiento fetal y ademds, la RCP es uno de los principales factores no genéticos que afectan el desarrollo del cerebro.
Los mecanismos que describen estas alteraciones pato-fisioldgicas estin aun por ser elucidados. Es por esto,
importante el poder contar con un modelo de restriccion alimenticia para poder realizar estudios concernientes al
impacto que tiene el estrés nutricional (restriccién proteico-calérica) en el desarrollo del Sindrome Metabélico. Por lo
que en el presente trabajo sometimos a un grupo de ratas a RPC y determinamos pardmetros como peso, talla e indice
de masa corporal. Los resultados muestran que la talla y el peso de los animales con RPC fueron estadisticamente
significativo menores que el grupo control, por lo cudl con él esquema de restriccion alimenticia empleado se podrén
realizar estudios concernientes al sindrome metabélico.

Palabras clave: Desnutricion, Sindrome Metabdlico, Modelo de restriccién proteico-caldrica.

ABSTRAC

It is well established that in a variety of species, the protein-caloric restriction (PCR) or alimentary restriction
during foetal development, produce alterations that had permanents effects. Human epidemiological studies link the
incidence of a number of adult diseases, such as type 2 diabetes, cardiovascular disease (CVD) and hypertension with
poor nutrition and low birth weight. This group of diseases is often referred to under the term Metabolic Syndrome or
Syndrome X. The compromised maternal-foetal nutrient supply results in foetal growth retardation and also, the PCR
is a non-genetic factor that affects brain development. The mechanisms underlying the pathophysiological of these
associations, however, have yet to be elucidated. This in turn is linked to altered “programming” of development of
fetal organs and of physiological homeostatic control processes. Programming occurs during critical periods of
development, changes become permanent and lead to later pathophysiological events. So, it is important to establish
animal models of nutritional stress (protein-caloric restriction) in order to explore the molecular mechanisms
implicated in the development of de Metabolic Syndrome. The aims of the present study were to determine the impact
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of PCR in body weight, length and body mass index. The results showed that animals of the PCR group had

significantly decreased in body weight, length and body mass index than controls, whereby, the PCR it’s a model

useful in Metabolic Syndrome study.

Key words: Undernutrition, Metabolic syndrome, Protein-caloric restriction model

INTRODUCCION

Se conoce que las enfermedades cardiovascu-
lares y metabdlicas mds comunes en nuestra
sociedad —hipertension, diabetes mellitus (DM)
tipo 1II, dislipidemia y enfermedad coronaria—
estdn causadas por factores de riesgo exdgenos
especificos, asociados a determinados estilos de
vida que actiian sobre un individuo genéticamen-
te susceptible (Moreno y Serra 2001). Datos
epidemioldgicos recientes sugieren que altera-
ciones en la nutricién pre y posnatal pueden ser
un factor importante en la etiopatogenia de estas
enfermedades. Barker y Osmond (1986) propo-
nen la teorfa del impacto de las condiciones de
vida intrauterina sobre la aparicién de enferme-
dades en la vida adulta (hipétesis de Barker), en
la que se postula que la enfermedad cardiovascu-
lar y 1a DM tipo II se originan como mecanismo
de adaptacion del feto ante la restriccion alimen-
taria intrauterina. El bajo peso o la talla menor al
nacimiento se correlacionan firmemente con la
aparicion de hipertension, hiperlipidemia, resis-
tencia a la insulina o enfermedad coronaria en la
edad adulta (Moreno y Serra 2001, Barker y
Osmond 1986).

La restriccion proteico-calérica (RPC) o res-
triccién alimentaria intrauterina ocurre cuando
los requerimientos corporales de proteinas, sus-
tratos de energia o ambos no pueden satisfacerse
por medio de la dieta. Este tipo de restriccién
incluye un gran espectro de manifestaciones
clinicas cuya presentacion depende de la intensi-
dad relativa de la deficiencia de proteinas y/o
calorfas, de la gravedad, de las etapas donde esta
ocurre, la duracién de la deficiencia y su rela-
cién con otras afecciones nutricionales o infec-
ciones. Su gravedad varia desde la pérdida de
peso o el retraso del crecimiento hasta sindromes
clinicos especificos que con frecuencia se rela-
cionan con deficiencias de minerales y vitaminas
(WHO 1980, Fowden et al, 2006). Los efectos
adversos de la restriccion proteico-calérica ma-
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terna durante el embarazo en las madres y sus
descendientes constituyen un gran problema de
la salud publica, especialmente entre los paises
en desarrollo, con variado resultado en el
crecimiento fetal, morbilidad, mortalidad y en el
desarrollo inmediato y a largo plazo de los ni-
nos. Estudiando la restriccion inducida en ratas
durante el periodo prenatal se reportan disminu-
ciones en el peso corporal y en la talla de las
crias al nacer. Confirmando la posibilidad de que
estas crias en la vida adulta puedan desarrollar
enfermedades relacionadas con el Sindrome
Metabolico (Valiente et al, 1999).

Teoria del desarrollo fetal de la enfermedad

Esta teorfa mds cominmente conocida como
la hipdtesis de Barker, establece que una altera-
cion in itero seria capaz de producir una pro-
gramacién anormal de diversos sistemas relacio-
nados entre si que se manifestarfa en una etapa
adulta y bajo condiciones especificas de
crecimiento (Moreno y Serra 2001, Sallout y
Walker 2003). El bajo peso al nacimiento se
asocia a un incremento en el riesgo de tener
complicaciones en el periodo neonatal y aumen-
to en la mortalidad perinatal, ademas, se asocia a
mayor riesgo de enfermedad en la vida adulta,
ya que el papel que juega la nutriciéon materna,
es un punto clave para el desarrollo normal del
feto, alteraciones (desnutriciéon materna) durante
la gestacion y/o la lactacién conllevan a cambios
metabdlicos en la edad adulta (programacién
fetal) de la cria (Gosby et al, 2003). (FIGURA 1).

Los estudios epidemiolégicos de Barker,
muestran que aquellos individuos con un bajo
peso al nacimiento tienen un riesgo aumentado
de padecer enfermedad cardiovascular y otras
alteraciones asociadas (accidente cerebrovascu-
lar, diabetes mellitus tipo 2, hipertensién arterial
y sindrome metabdlico) en la edad adulta. Estos
resultados dieron lugar a plantear la hip6tesis del
origen fetal de la enfermedad o de la programa-
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FIGURA 1. Teorfa de la programacion: la malnutricion materna durante la gestacion produce una agresion in itero que altera la
nutricién normal y el desarrollo fetal. Figura tomada y modificada de Moreno y Serra (2001).

cién fetal, que establece que la enfermedad
cardiovascular y la diabetes mellitus tipo 2 se
originan por la adaptacion del feto (un
crecimiento intrauterino pobre, manifestado
como un bajo peso al nacimiento) debido a la
malnutricién intrauterina (De Boo y Harding,
2006).

Hipotesis del fenotipo “Ahorrador”
(“Thrifty”)

Hales y Barker en 1992 propusieron la hipé-
tesis del fenotipo “ahorrador” (“thrifty phe-
notype”) (Hales y Barker 2001, Hales y Ozanne
2003). Esta hipétesis sugiere que la restriccidn
fetal puede inducir adaptaciones fisioldgicas y/o
metabdlicas en el feto para asegurar su adecuada
alimentacién y obtencién de nutrientes para los
organos vitales (ej. cerebro) a expensas de otros
drganos menos vitales (ej. pancreas). Se propone
que si un feto en crecimiento es malnutrido o
restringido, adoptard varias estrategias para ma-
ximizar sus oportunidades de supervivencia
postnatal. Primero distribuye selectivamente los

nutrientes a fin de alterar el crecimiento de los
diferentes 6rganos. Segundo, ocurre la progra-
macién metabdlica conduciendo a cambios me-
tabdlicos en la progenie lo que incrementa sus
oportunidades de condiciones de supervivencia
durante una situacién de pobre nutricién postna-
tal. Sin embargo, estas adaptaciones generan
alteraciones al estado de salud si el organismo
sufre de alteraciones nutricionales durante el
desarrollo intrauterino, o experimenta una buena
nutricién en la etapa postnatal (lactacion), in-
crementandose el riesgo de padecer enfermeda-
des relacionadas con el Sindrome Metabdlico
como obesidad, diabetes tipo II, hipertension,
resistencia a la insulina o enfermedades cardio-
vasculares, en etapas posteriores de la vida. Esto
explicaria porqué la diabetes es menor en el
Sahara donde una pobre nutricién fetal continda
con otra pobre alimentacién postnatal y también
porqué es mayor en los paises occidentales don-
de la pobre nutricién fetal sigue con una sobre-
nutriciéon en la etapa adulta y posteriormente
obesidad (De Boo y Harding 2006, Ozanne y
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Hales 2002). Las adaptaciones durante periodos
criticos del desarrollo pueden de manera perma-
nente “reajustar” o “programar” al sistema me-
tabdlico, que incrementa la posibilidad de sobre-
vivencia del feto al enfrentarse a un ambiente
pobre de nutrientes, pero esto resulta en una
dificultad para “reaccionar” adecuadamente a
una abundancia de nutricién en la vida posterior
(“discordancia”) con consecuencias deletéreas a
largo plazo (Wu et al, 2004). La hipétesis tam-
bién sugiere que la mala nutricién en la infancia
puede contribuir reduciendo la capacidad fun-
cional de las células {3 del pancreas, dando como
resultado una resistencia a la insulina. La hipéte-
sis hace énfasis en el rol etiolgico de la pobre
nutricién fetal. Manipulaciones en la restriccion
alimentaria fetal (ej. restricciéon proteico-caldri-
ca) en varios modelos animales han demostrado
algunos cambios “programados” en islotes pan-
credticos, higado y musculo, y el establecimiento
en la etapa adulta del sindrome metabdlico en las
crias. Esta hipdtesis parece ser ampliamente
aceptada, para explicar los origenes del desarro-
llo de la enfermedad, sugiriendo que la nutricién
fetal y postnatal temprana juegan un papel muy
importante en determinar la susceptibilidad de
un individuo a padecer enfermedades relaciona-
das con el Sindrome Metabdlico (Hales y Oza-
nne 2003, Luo et al, 2006).

Hipotesis del desarrollo acelerado

Esta hipétesis fue propuesta por Singhal y
Lucas (Singhal y Lucas 2004) para explicar las
asociaciones entre un crecimiento postnatal ace-
lerado temprano en infantes en pre-termino y el
elevado riesgo de padecer sindrome metabdlico
o alteraciones en los indicadores de esta
enfermedad (resistencia ala insulina, dislipide-
mia, hipertensién, obesidad, diabetes tipo 2,
enfermedades cardiovasculares) en edad adulta
(Singhal y Lucas 2004). Un crecimiento postna-
tal acelerado temprano es comun entre los bebes
nacidos en pre- termino. Este crecimiento acele-
rado postnatal podria programar a los compo-
nentes principales del sindrome metabdlico y
como consecuencia la susceptibilidad a padecer
diabetes tipo 2 y enfermedades cardiovasculares.
La hipétesis enfatiza el papel que juega la nutri-

[82] BIoLOGICAS No 10 |

cién postnatal en la programacion fetal adversa y
se cuestiona los efectos causales de la desnutri-
cién o restriccion fetal per se. Esta hipétesis
parece encontrar ademds en algunos apoyos de
modelos animales de crecimiento postnatal ace-
lerado, un dafio en la tolerancia a la glucosa y en
el tiempo de vida del animal (Bertram y Hanson
2001). Una hipétesis similar, la cual fue nom-
brada como “catch-up growth” o hipétesis del
crecimiento “recuperacional”, propuesta por
Cianfarani (Cianfarani et al, 1999), basado en la
razén fundamental de que los recién nacidos
comprometidos en el desarrollo con frecuencia
tienen bajos niveles en suero de insulina, IGF-1,
IGF plasmadtica unida a proteina 3 (IGFBP-3),
pero altas concentraciones de la hormona de
crecimiento (GH), de IGFBP-1 y IGFBP-2 en
comparaciéon con los recién nacidos con
crecimiento normal, y sabiendo que la normali-
zacién de los niveles de insulina y el factor de
crecimiento IGF ocurre usualmente durante los
primeros 3 meses de la vida postnatal lo cual
coincide con el rdpido crecimiento “recupera-
cional” que cominmente ocurre en los nifios
comprometidos en su desarrollo. Es de esperarse
que tejidos con disminucién crénica en los nive-
les de insulina y de IGF durante la etapa fetal
que sean expuestos a altas concentraciones de
estas dos hormonas, puedan actuar de manera
que se desarrolle una resistencia a la insulina
como respuesta metabdlica de supervivencia
para la defensa en contra de la hipoglucemia,
que pudiera ser el fundamento de la asociacién
entre el crecimiento “recuperacional” y el eleva-
do riesgo de la resistencia a la insulina y otros
desordenes asociados. Esto implica que aumen-
tar el crecimiento del recién nacido mediante
una dieta enriquecida en nutrientes puede real-
mente hacer mas dafio que bien en etapas futuras
(Hales y Ozanne 2003, Cianfarani et al, 1999).
Con los antecedentes mencionados resulta
importante el contar con un modelo de restric-
cién proteico caldrico confiable y reproducible
para abordar aspectos relacionados con altera-
ciones en la nutricién por lo que el objetivo del
presente trabajo fue implementar un modelo de
restriccion proteico-caldrica en ratas de la cepa
Wistar y estudiar el efecto de la restriccion en la
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FIGURA 2. Consumo de alimento. A los 45 dias (45d), 60 dias
(60 d), primera, segunda y tercera semana de gestacion (G-1s,
G-2s, G-3s) y durante las tres semanas de lactacién (L-1s,
L-2s,L-3s). X = D.E. de 20 ratas de cada grupo.

rata gestante sobre el crecimiento corporal de las
crias durante la gestacion y la lactacion.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se utilizaron ratas hembra adultas de la cepa
Wistar de 200-220 gr de peso corporal, obteni-
das del bioterio del Instituto de Investigaciones
Quimico Biolégicas de la UM.S.N.H. las cuales
se mantuvieron bajo condiciones ambientales
controladas de ciclos de luz-oscuridad de 12hr
cada uno, humedad relativa del 80% y tempera-
tura de 20-24 °C.

Esquema de la restriccion proteico-calérica

Se selecciondé un grupo de 20 ratas hembra
nuliparas de 45 dias de edad postnatal a las cua-
les se les midi6 el consumo de alimento Purina
Chow durante dos semanas, al termino de las
mismas se determind el consumo de alimento
promedio del cual a otro grupo de ratas hembra
de la misma edad se les proporciond el 50%
durante dos semanas. A las dos semanas de res-
triccién alimenticia, las ratas fueron sometidas a
cruce, tanto el grupo experimental como el gru-
po control, una vez corroborada la gestacion
mediante revision de la aparicion del tapén va-
ginal o mediante frotis vaginal, las ratas conti-
nuaron con el 50% del consumo de las ratas
controles también gestantes. Al nacimiento, se
conto el ndmero de crias y se determiné el sexo,
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FIGURA 3. Longitud céfalo-sacra de las crias del grupo control
y del grupo con restriccién alimenticia (RPC). Al nacimiento
(1d), a los 7d, 14d y 21d. X + D.E. de 30 crias por
grupo.*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001.

durante la lactacién las ratas continuaron con el
50% del consumo de alimento de las ratas con-
trol. Se realizé un seguimiento de generaciones
en cuanto al consumo de alimento y peso de las
ratas controles y con restriccién alimenticia. En
el primer dia, posterior al parto, fue registrado el
ndmero de crias, el peso corporal y la longitud
céfalo sacra (talla).

Analisis Estadistico

Se obtuvo la media aritmética y la desviacién
estandar de los datos experimentales. Se aplicd
el andlisis de la “t” de student para comparar el
grupo control contra el grupo experimental. Para
los gréficos se empled el programa Graph Pad
Prism ver 3.0.

RESULTADOS

En la FIGURA 2 se muestran los resultados del
consumo de alimento de las ratas del grupo con-
trol, observdndose un incremento constante de
consumo de alimento desde los 45 dias de edad
(consumiendo 16 gr), hasta la dltima semana del
periodo de lactacién (consumiendo 50 gr), las
ratas del grupo con RPC recibieron el 50% del
alimento consumido por el grupo control.

Con respecto a la longitud de las crias en la
FIGURA 3 se muestra la longitud céfalo-sacra
(talla) de las crias de ambos grupos. Se observé
un crecimiento casi lineal de la longitud en am-
bos grupos desde el nacimiento hasta los 21 dias,
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FIGURA 4. Peso de las crias del grupo control y del grupo
sometido a restriccion alimenticia. Al nacimiento (1d), 7d, 14d
y 21d. X + D.E. de 30 crfas por grupo.*P<0.05, **P<0.01 y
##%P<0.001.

pero con disminucién de la talla estadisticamente
significativa en el grupo con RCP con respecto
al grupo control en todas las edades postnatales.

En la FIGURA 4 se muestra el peso corporal de
las crias de los grupos control y con RPC, se
observé un crecimiento casi lineal del peso des-
de el nacimiento hasta los 21 dias de edad exis-
tiendo una disminucién estadisticamente signifi-
cativa del peso corporal de la crias con RPC
comparadas con las del grupo control.

Se realizé la determinacién del indice de
masa corporal de las crias del grupo control y
del grupo RPC a las diferentes edades (1d, 7d,
14d y 21d), este pardmetro nos permite corrobo-
rar los efectos adversos de una desnutricién
protéico-caldrica durante la etapa de gestacion.
En la FIGURA 5 se muestra la grifica de los valo-
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FIGURA 6. Evolucién del peso de animales del grupo RPC y
grupo control sometidos a dieta normal. X + D.E. de 3 ratas
de cada grupo.
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FIGURA 5. Indice de masa corporal de las crias del grupo
control y del grupo RPC a las diferentes edades (1d, 7d, 14d y
21d). X + D.E. de 30 crias por grupo.

res del indice de masa corporal de ambos gru-
pos, observandose un patrén similar del indice
de masa corporal en ambos grupos en las dife-
rentes etapas de determinacién y una disminu-
cién estadisticamente significativa (*P<0.05) a
los 14 dias de edad de los animales sometidos a
RPC con respecto a su control.

En la FIGURA 6 se observa la evolucién del
peso corporal en animales sometidos a una dieta
con RPC durante las etapas de gestacion y lacta-
cién que posteriormente fueron sometidos a una
dieta normal a partir de los 21 dias de edad (re-
cuperacion alimenticia) y un grupo de animales
control. El peso de los animales con restriccion
fue estadisticamente significativo (¥*P<0.05)
observdndose una menor ganancia de peso del
grupo en RPC con respecto al grupo control
durante las 10 semanas en las que se realizé el
seguimiento de la recuperacién nutricional.

DISCUSION

El concepto de que la nutricién maternal
puede programar enfermedades en adultos fue
establecido en experimentos en animales. Wi-
nick y Noble (Winick y Noble 1966) mostraron
que una nutriciéon pobre durante la gestacién
deja una reduccion irreversible del nimero de
células en tejidos tales como el pancreas. Me-
diante dos diferentes estrategias dietarias: res-
triccién global nutricional, y manipulacién iso-
caldrica baja en proteina, en la baja proteina
maternal se han estudiado los mecanismos que
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relacionan la nutricién maternal con cambios en
el crecimiento fetal y enfermedades cardiovascu-
lares tardfas y diabetes, nuestros resultados con
el modelo de restriccion proteico-caldrica mues-
tran que efectivamente existe una reduccién
tanto en el peso y la talla de animales desnutri-
das tanto en la gestacién como en el periodo de
lactacién.

Langley-Evans y otros autores (De Boo y
Harding 2006, Wu et al, 2004, Langley-Evans
2000, Langley-Evans y Sculley 2006, Langley-
Evans et al, 2005) concluyen que diferentes
manipulaciones en una dieta baja en proteina (de
8-9%) durante el embarazo en ratas provoca
diferentes efectos de programacién, y que el
balance de proteina con otros nutrientes puede
ser una determinante critica en los efectos a
largo plazo en la salud de la desnutricién mater-
nal durante el embarazo, sin embargo, no esta
claro como la restriccion proteica maternal per-
turba el crecimiento fetal.

Las ratas que sometimos a recuperaciéon nu-
tricional, mostraron una ingesta de comida ma-
yor comparada con el grupo control, se ha ob-
servado en ratas en las que las madres han tenido
una restricciéon de alimento durante las 2 prime-
ras semanas de embarazo, se vuelven obesas,
pero esto dependiendo de la cepa o del alimento
empleado, y ocurre tanto en hembras como en
machos (Luo et al, 2006).

La restriccidon proteico-calérica al 50% du-
rante la gestacién y lactacién es un buen modelo
para estudiar el sindrome metabdlico ya que
existen alteraciones (disminucién) en el peso y
talla de los animales sometidos a este tratamien-
to, ademds los animales sometidos a recupera-
cién nutricional mantienen disminucién del peso
y la talla. Esto sugiere que los cambios observa-
dos pueden deberse en gran medida a los meca-
nismos de reajustes metabdlicos en el feto.

CONCLUSIONES

La restriccién proteico-caldrica al 50% du-
rante la gestacion y lactacién es un buen modelo
para estudiar el sindrome metabdlico ya que
existen alteraciones (disminucién) en el peso y
talla de los animales sometidos a este tratamien-

to este hecho puede deberse en gran medida a
los mecanismos de reajustes metabdlicos en el
feto, estos resultados coinciden con los reportes
de otros autores.
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