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M. Ortiz Sanchez

1. RESUMEN

Muchas son las investigaciones epidemioldgicas y experimentales que han
examinado el efecto de la restriccion proteinica materna durante la gestacion, sin
embargo pocos son los estudios que han considerado el impacto sobre el estrés
oxidante (EOx) en placenta e higado fetal, asi como la influencia del sexo del feto
como un posible factor que predisponente a un mayor efecto del EOx. El objetivo
de este estudio fue evaluar el efecto de la restriccion proteinica durante la
gestacion sobre el EOx en el suero materno, placenta e higado de fetos de rata
Wistar. Las ratas prefiadas de 120 dias de edad, fueron alimentadas durante 19 dG
(dias de gestacién) con dietas isocaldricas basadas en un contenido de proteina
del 20.3% (p) para el grupo control (C) y 10.15% ), para el grupo restringido (R); a
los 19 dG el suero materno, placentas e higados fetales fueron recolectados. Al
suero materno se le determiné malonaldehido (MDA). A las placentas e higado
fetales se les cuantific6 MDA vy la actividad enzimatica de la superoxido dismutasa
(SOD) y glutation peroxidasa (GPx o GSH-Px). El grupo R vs C presentd placentas
menos pesadas, mayor concentracion de MDA y mas alta actividad de las enzimas
antioxidantes SOD y GPx (P< 0.05). Las placentas de fetos hembra (H) del grupo R
presentaron mayor concentracion de MDA, y mayor actividad de SOD Y GPx vs los
machos (M) del mismo grupo y el grupo C. Los higados correspondientes a los
fetos H del grupo R presentaron mayor concentracion de MDA vy actividad
enzimatica de GPx vs M del mismo grupo y el grupo C (P< 0.05). Los resultados
obtenidos durante este trabajo sugieren que la restriccion proteinica materna
durante la gestacién conlleva a la disminucién del peso de las placentas y a un
incremento en el dafio oxidante en la madre asi como en la placenta y el higado
fetal, lo cual sugiere al EOx como un posible mecanismo de programacion negativa
en el desarrollo del feto. Asimismo se sugiere al sexo femenino durante la
gestaciéon como un factor asociado a mayor dafio causado EOx tanto en la placenta

como en el higado fetal.
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2.  INTRODUCCION

Los efectos adversos de la desnutricion materna durante el embarazo en las
madres y sus descendientes constituyen un gran problema de salud publica,
especialmente en los paises en desarrollo como lo es México. Es por ello que se
siguen haciendo esfuerzos en la investigaciobn en este tipo de desnutricion, su

impacto en las crias y los mecanismos por los cuales impacta.

Estudios sobre la restriccion proteinica materna durante la gestacion apoyan que
es uno de los principales factores que afectan la programacién del desarrollo; por lo
cual ha sido objeto de estudio en diversas investigaciones en modelos animales
gue han mostrado numerosos hallazgos, por ejemplo la alteracion del metabolismo
de glucosa e insulina en las crias, en el cual se ha visto implicado el estrés
oxidante (EOx), factor importante que puede alterar la funcion placentaria en
cualquier periodo de la gestacion y ha emergido como un probable promotor de

varios desordenes relacionados con la gestacion.

Por lo cual el siguiente trabajo fue realizado con el fin de evaluar el efecto de la
restriccion proteinica durante la gestacién sobre el EOx en el suero materno,
placenta e higado fetal, utilizando como modelo biolégico a la rata Wistar, con la
correspondiente cuantificacion de MDA y de la actividad de SOD y GPx, del cual no

se tiene precedente.
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3. MARCO TEORICO

La desnutricibn materna durante el embarazo en las madres y sus descendientes
constituyen un gran problema de salud publica, especialmente en los paises en
desarrollo (1). Segun la dltima encuesta de ENSANUT 2012, en México el 18% de
las embarazadas fueron clasificadas como anémicas, asi como el 17% de las
mujeres en edad reproductiva; teniendo una mayor prevalencia en areas rurales

gue en las urbanas (2).

La morbilidad fetal y de la descendencia, asociada a esta pobre nutricion materna
durante el desarrollo, es un problema preocupante de salud a nivel global que
predispone a la descendencia a desarrollar enfermedades en su vida adulta (3), o
bien a la “programacién del desarrollo”, proceso mediante el cual un estimulo o reto

establece una respuesta permanente (4).

La restriccion proteinica materna durante la gestacion, es un reto que afecta la
programacion del desarrollo (5); razén por la cual ha sido objeto de estudio en
diversas investigaciones en modelos animales, que han mostrado numerosos
hallazgos como se muestra mas adelante y algunos de los de los cuales se han
visto implicados con el estrés oxidante (EOx) (6). Por lo que este reto aplicado en la
gestacion podria tener un efecto subsecuente en la funcién de la placenta, la cual
tiene una posicion clave y directa en la programacion fetal y por tanto en el
crecimiento y desarrollo fetal (7). Una de las patologias de la placenta asociadas a
la programacion del desarrollo es el EOx, ya que puede alterar la funcion de la
placenta en cualquier periodo de la gestacion y que ha emergido como un probable

promotor de varios desordenes relacionados con la gestacion (8).

Por lo que Myatt et al., sugieren que una baja o sobre nutricion, exposicion
inapropiada en el desarrollo a sefiales de estrés, isquemia/reperfusién, EOx y/o
nitrante afectan la funcion de la placenta y por tanto el crecimiento fetal y el

desarrollo (9).
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3.1 ORIGENES DEL DESARROLLO DE LA SALUD Y LA ENFERMEDAD

Existen estudios epidemiolégicos en condiciones adversas, que correlacionan el
estrés intrauterino con los problemas que sobrevienen en la vida adulta de la
progenie; este tipo de estudios demostraron la influencia nutricional materna

durante el embarazo como factor dominante en la programacion fetal (10), (11).

Uno de los primeros estudios de este tipo fue el realizado al “ invierno hambriento
holandés (1944-1945)", en el que se demostré que la desnutricion presentada en la
primera mitad del embarazo, conllevaba a un incremento en la adiposidad y a la
alta probabilidad de ser obeso; todo lo contrario se observd cuando esta exposicion
ocurrio en la segunda mitad de la gestacion (12).Otra ciudad que sufrié la
ocupacion alemana fue Leningrado, donde los nifios sobrevivientes, al llegar a la

vida adulta tuvieron una mayor susceptibilidad a enfermedades coronarias (13).

Aunado a esto, Barker et al. 1986 encontraron manifestaciones que
correlacionaban el bajo peso al nacimiento y el riesgo a enfermedades coronarias
en la vida adulta (14); lo que dio el inicio a varios estudios epidemiolégicos
encaminados a identificar la relacion que existe entre la talla y peso del neonato
con la hipertension arterial, enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares,
obesidad, dislipidemias e intolerancia a la glucosa (11), (15), llegando asi al
concepto de “Programacioén del Desarrollo” en el que se postula que la enfermedad
cardiovascular y la diabetes mellitus no insulinodependiente se originarian como

mecanismo de adaptacion del feto ante la malnutricién.

En 1992 Hales y Barker retoman la idea de Neel planteada en 1962 (16) y
proponen el término “fenotipo ahorrador” sugiriendo que cuando el medioambiente
intrauterino es sub-6ptimo, se desencadena una respuesta adaptativa en el feto
gue optimiza el crecimiento de 6rganos clave a expensas del crecimiento de otros

provocando alteraciones en el metabolismo posnatal del individuo (17).
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Lo que da origen en la actualidad a la Hipétesis de los “Origenes del Desarrollo de
la Salud y la Enfermedad” (DOHaD, por sus siglas en inglés), proponiendo que la
fisiologia y metabolismo fetal y neonatal pueden ser alterados por cambios durante
un periodo critico, como es la gestacion y la lactancia, vulnerable a condiciones
sub-Optimas. Estas alteraciones generan una respuesta fisiolégica permanente en
el feto manifestandose con modificaciones en la estructura y fisiologia de 6rganos
(Fig. 3-1), (18), asi como en la expresion de genes involucrados en su propio
metabolismo que se asocian con el desarrollo de enfermedades en el adulto (4),
(19), (20).

Programacion Intrauterina

Sefiales ambientales Ambiente Fesultados
exfernas Intrautering postnatales
Estado nutricional Genotipo
Dizponibilidad de Oxigeno
e e—
Estrés maternal
Sisterma enddcrino

Temperatura

— Sisterna cardiovascular

Fenotipo — Reproduccign

Comportamiento

Fig. 3-1 Proceso por el cual condiciones ambientales durante etapas criticas del desarrollo
conducen a cambios permanentes en la estructura y funcioén del tejido. (Modificado de Lucas
1991) (18).

Dicha hipétesis ha sido bien aceptada gracias a una serie de Investigaciones
cientificas tanto en humanos como en animales de experimentacion, que la
respaldan ya que han demostrado que la salud y la enfermedad estan intimamente
relacionadas con la calidad de vida en las primeras etapas del crecimiento
(gestacion y lactancia), haciendo denotar que el fenotipo del adulto es el producto

de los genes, asi como del ambiente pre-posnatal (21).




Universidad Nacional Autonoma de México

Dentro de los factores principales que afectan la programaciéon del desarrollo estan:
la exposicién fetal a concentraciones altas de glucocorticoides (22), diabetes
gestacional (23), alcoholismo (24), restriccion del flujo sanguineo a nivel uterino
(25), restriccion global de nutrientes (26) y exposicion materna a una dieta

isocal6rica baja en proteinas (5).

Todo lo anterior encuentra apoyo en diversas investigaciones experimentales en
ratas, cerdos, ovejas, caballos y primates, donde se plantea la programacion
metabdlica del individuo en etapas tempranas del desarrollo, abordando variables
como el funcionamiento de la placenta, flujo de la sangre uterina, hipoxia materna y
limitacion de energia y proteina materna con la consecuente limitacion en el feto.
De estos modelos la desnutricion materna es el paradigma que mas se ha utilizado

para inducir alteraciones en el metabolismo (27), (28).

3.2. GESTACION

Se entiende como gestacién a la secuencia de procesos que comienzan con la
fecundacion, continda con la implantacion y el desarrollo embrionario y fetal, hasta
terminar normalmente con el nacimiento (29); con una duracion de 21 a 22 dias en
la rata, las cuales son multiparas (varios embriones se desarrollan al mismo
tiempo) (30).

3.2.1 Estados fisiolégicos de la gestacion y sus demandas nutricionales

La gestacion puede dividirse en tres estados fisioldgicos principales: implantacion,

organogénesis y crecimiento (31).

El paso de moérula a blastocisto se da alrededor del cuarto dia después del
apareamiento y al quinto dia este comienza a adherirse el epitelio de los cuernos

uterinos, dandose asi la implantacion, al mismo tiempo que comienza la
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decidualizacion de las células estromales en el sitio de implantacion (30), (32). Los
nutrientes que proporcionan las secreciones de las glandulas uterinas pasan

directamente al 6vulo fertilizado y se desarrolla el embrion (31).

La gestacion es un estado activo y dinamico en la que el crecimiento del feto se da
en tres fases: La primer fase corresponde a los dos primeros tercios de la misma,
con el objetivo principal del desarrollo embrionario conocido como organogénesis o
embriogénesis, donde existe una hiperplasia (aumento de células en numero)
siendo dominantes la diferenciacion y la formacion de 6rganos, en esta etapa el
feto obtiene sus nutrientes de la sangre materna, necesitando aportes suficientes

de folato y vitamina B, (31).

En la siguiente fase continta la replicacion celular con hipertrofia (aumento de
tamafio celular) donde existe rapido crecimiento, lo que requiere aportes suficientes
de aminoacidos y vitamina Bg. En la fase final predomina la hipertrofia, mientras

cesa la division y se da la maduraciéon de 6rganos (31).

3.3 RECOMENDACIONES NUTRICIONALES DE PROTEINA EN LA
GESTACION

La nutricibn es el conjunto de procesos quimicos que realiza un organismo
digiriendo, absorbiendo y utilizando los nutrientes contenidos en los alimentos para
su requerimiento, mantenimiento y reparacion, proceso que no se puede llevar a

cabo sin una adecuada alimentacion (33).

En las recomendaciones nutricionales de proteina durante la gestacion de la rata,
se mencionan concentraciones minimas de un 15% (34), pero éstas son dietas
purificadas con proteina altamente digestible como la lacto-albumina. Estas
concentraciones de proteina son demasiado bajas para los animales alimentados
con dietas comerciales, con ingredientes naturales como harina de maiz, trigo y

soya; por lo que la mayoria de dietas comerciales para rata en Norte América
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hechas a base de ingredientes naturales contienen entre el 18% y 23% de proteina
(32).

Otra dieta planteada para ratas gestantes es la hecha en base a la recomendacion
AIN-93 del American Institute of Nutrition (35) y las modificaciones hechas por
nuestro grupo de trabajo en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran (INCMNSZ), con un contenido de proteina 20.3% () Y 4 Kcal/g
(36).

El que la ingesta alimentaria se mantenga constante (figura 3-2a) y aun asi se
presente un aumento de peso durante la gestacion (figura 3-2b) (37), se debe a
que las proteinas y lipidos almacenados en periodos tempranos de la gestacion
subsidian el alto costo de las demandas energéticas en el Gltimo periodo de
embarazo (38), (39), (40).
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Peso corporal de la rata madre (g)
~

Ingesta de comida de la rata madre g/dia

Fig. 3-2 A) Ingesta de comida de la rata madre. B) peso corporal durante la gestacion.
MediazE.E.M. (Modificado de Otay Yokoyama 1967) (37).

Diversos estudios sugieren que la gestacién consta de dos fases: la fase anabdlica

(del dia 1-14 en la rata y los primeros dos tercios en la mujer) en la cual la madre
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incrementa sus reservas tanto de proteinas como lipidos, lo que ocurre en
presencia de una intensa hiperplasia y de una hiperinsulinemia materna aunque la
glucemia se encuentre inalterada, el crecimiento fetal y sus requerimientos
metabdlicos son minimos; la segunda fase es catabdlica (comprendida del dia 15-
21 en larata y en la mujer en ultimo trimestre), en la cual hay un crecimiento rapido

del feto, por lo que las reservas son retiradas (Fig. 3-1) (41).

Catabdlica

Fase
anabdlica

Peso del feto (g)

Reservas energéticas corporales (g)

Duracion de la gestacion (dias)

Fig. 3-3 Representacion esquematica de la ganancia de reservas energéticas y corporales
de la rata gestante, reportada por Naismith (1960) y la ganancia del peso fetal, (modificado
de los datos de Beaton, Beare, Ryu y McHenry 1954) (38).

3.4 RESTRICCION PROTEINICA MATERNA DURANTE LA GESTACION

La malnutricion es un término general que denota tanto desnutricion como sobre
nutricion, donde la primera se produce cuando la ingesta de energia es inferior al
gasto energético total, durante un periodo de tiempo considerablemente

prolongado, lo que lleva a una pérdida de peso clinicamente importante (31).

La desnutricion calorico-proteinica es un estado clinico-patolégico que se presenta
cuando la dieta no es capaz de satisfacer las necesidades corporales de proteinas
y/lo energia; la predominacion de la deficiencia de proteinas puede conducir al

sindrome clinico del Kwashiokor (1).
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La nutricion antes y durante la gestacion y la lactancia tiene un efecto significativo a
largo plazo en la salud de las crias y de sus madres, pero el impacto potencial de la
nutricion es mayor en la gestacion que durante cualquier otra etapa de la vida, ya
gue en ésta existen periodos criticos, vulnerables a condiciones subdptimas como

la organogénesis y el crecimiento fetal.

La restriccion proteinica materna durante la gestacion es uno de los principales
factores que afectan la programacion del desarrollo (5); razén por la cual ha sido
objeto de estudio en diversas investigaciones en modelos animales que han
obtenido numerosos hallazgos, por ejemplo en estudios realizados en ratas madre
sometidas a este modelo se encontraron diferentes efectos en el peso al
nacimiento de las crias incluyendo un decremento (19), (42), (43), sin cambios (21)
(44), o incremento (45), que muchos atribuyen al nivel de restriccion proteinica y/o

compensacion de carbohidratos en una dieta isocal6rica.

En modelos de ratas sometidas a una dieta isocalorica restringida proteinicamente
durante la gestacién, han reportado la inhibicién de la insulina placentaria, asociado
con una baja regulacion de transportadores de aminoécidos en la placenta (46), por
otra parte se ha hallado la reduccion de la vascularizacién, asi como de células
beta en las crias (47), mismas que presentan hipertension e intolerancia a la
glucosa en la vida adulta (48), (49). La alteraciéon del metabolismo de glucosa e
insulina en las crias de ratas sometidas a restriccion proteinica, que se han visto
implicadas con el EOx (6) y la programacién negativa en el comportamiento de las
crias macho adultas (50), asi como la afectacion del desarrollo cerebral fetal por

cambios en el metabolismo de lipidos del higado materno (51).

Otras variantes de este modelo, como es la a restriccion calorico —proteinica en
ratas se ha establecido un cambio en la adipogénesis de las crias. (1), asi como
alteraciones en el crecimiento de algunos 6rganos, protegiendo en cierto grado el
desarrollo de 6rganos esenciales como el cerebro o pulmones a expensas de

organos viscerales como el higado, pancreas, musculo y bazo (52), también se ha
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encontrado cambios permanentes de enzimas hepaticas claves en la glucdlisis y

gluconeogénesis (52).

En cobayos con restriccion proteinica materna severa durante la gestacion, han
hallado que las crias desarrollan polifagia, obesidad, hiperleptinemia,
hiperinsulinemia e hipertensién en la vida adulta (53), (54), (55). La dieta materna
desbalanceada en rata durante periodos tempranos de la gestacion causa bajo
peso al nacimiento y en periodos tardios efectos en la proporcion corporal del feto y
poco efecto sobre el peso al nacimiento (56).

Por otra parte estudios realizados con ovejas de 8 meses, restringidas
nutricionalmente han reportado falla de células beta (57); estos son Unicamente
algunos de los resultados que se han obtenido a partir de este modelo nutricional,
planteando por ultimo que la restriccion proteinica materna durante la gestacion es
un factor que modifican permanente los centros principales hipotalamicos de la

regulacién alimenticia (58), (59).

3.5 HIGADO

Este es un importante érgano que regula el metabolismo, sintetiza muchas
proteinas (enzimas) y otras moléculas, almacena ciertas vitaminas, hierro y
degrada o inactiva determinadas hormonas, farmacos y toxinas. Regula el
metabolismo de hidratos de carbono, lipidos y desempefia un papel decisivo en el
metabolismo de proteinas, ya que en él se sintetizan los aminoacidos no
esenciales, asi como las proteinas plasmaticas importantes y es el principal

deposito para el hierro y vitaminas A, D y Bj, (60).

La sangre del feto llega a este O6rgano a través de dos arterias umbilicales,
originadas de las arterias iliacas internas y retorna a este mediante una Unica vena

umbilical que drena en la vena hepatica (61).

11
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En estudios recientes realizados en higado de embrion de humano se observé el
aumento de la actividad de superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) con base
a la progresion de la edad gestacional, asi como alta actividad de la enzima
glutation peroxidasa (GPx o GSH-Px) (62), debido a que el higado es el sitio de
varias reacciones de detoxificacion en el cuerpo que aparece al iniciar el

funcionamiento de la vida fetal temprana (62).

3.6 PLACENTA

La placenta es un oOrgano temporal, especializado, que se encuentra sélo en
mamiferos y es fundamental para la gestacién (63), en la rata y el humano es
discoidal, circunscrita y se limita a una zona determinada de la vesicula
embrionaria (32). Ambas especies poseen una placentacion hemocorial, donde la
sangre materna entra en contacto directo con el corion fetal, lo que puede proveer
de un mejor trasporte de nutrientes, pero pone en desventaja al sistema inmune
(64).

La placenta ejerce tres funciones principales: metabolismo, produccién de
hormonas e intercambio de sustancias incluido el oxigeno (63). Los elementos
basicos de la nutricion del feto son glucosa, aminoéacidos, lipidos, agua, iones y
vitaminas (65), (66). Cada uno de estos componentes atraviesa la placenta por
distintos mecanismos ya sea por difusion simple, difusion facilitada, trasporte activo
y endocitosis. La membrana placentaria no es atravesada por proteinas y péptidos
mas pequefios, pero si por aminoacidos, algunos por trasporte activo. En etapas
tempranas del embarazo la placenta realiza sintesis de colesterol, acidos grasos y
glucdgeno, sustancias importantes para la nutricion del feto (63). En cuestiones
hormonales sustituye al cuerpo Idteo (que involuciona) en la secrecion de
progesterona, ademas secreta inhibidores estrogénicos para inhibir el desarrollo
folicular y la ovulacion. Estos fendbmenos dependeran directamente del propio

estado nutricional de la madre (67), dado que la integridad funcional de la placenta

12
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requiere la produccion de energia adicional porque su metabolismo puede ser igual
al del feto.

Las propiedades intrinsecas de la placenta como el tamafio, estructura, superficie
de intercambio, grado de vascularizacibn y abundancia de trasportadores
especificos para distintas moléculas y sintesis de hormonas asi como las
extrinsecas nutricion materna y flujo sanguineo uterino son determinantes en su
funcién (68).

3.7 ESTRES OXIDANTE

Una consecuencia inevitable de la respiracion aerdbica es la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), cuya sobreproduccién y/o un decremento en
la capacidad antioxidante (69) conduce a un estado de disfuncibn metabdlica
denominado EOx, causando alteracion en la homeostasis por medio de la
oxidacion de lipidos, proteinas, carbohidratos, nucleétidos y por la acumulacion de
agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial, toxicidad y apoptosis (70). Un
estado de EOx esta integrado por sistemas generadores de radicales libres (RL),

como pueden ser ERO y especies reactivas de nitrogeno (ERN) (70).

Los RL son especies quimicas que tienen un electrén no apareado, que las habilita
como fragmentos moleculares muy reactivos con una vida media de nanosegundos
(71); los cuales en cantidades adecuadas son esenciales en una amplia variedad
de funciones celulares (72).

Todos los RL de oxigeno son ERO, pero no todas las ERO son RL de oxigeno (70);
ambas especies quimicas son capaces de aceptar electrones de otras moléculas
de su entorno (agentes oxidantes) y por tanto generar reacciones en cadena (73).
Su produccién enddgena se da por la reduccion incompleta del oxigeno molecular
en la via univalente en el metabolismo celular, o ya sea por la Nicotinamida

Adenina Dinucleétido Fosfato oxidasa (NADPH oxidasa) (70), accion del citocromo
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P-450, reaccion de ERO con los metales de transicion, por el complejo enzimatico
Xantina deshidrogenasa/Xantina oxidasa (XOD), metabolismo de células
defensivas y como un subproducto del metabolismo celular en cadena de

transporte de electrones mitocondrial (74), (75) (figura 3-4).

La lipoperoxidacion de la membrana es un fenébmeno que se da cuando un radical
de elevada reactividad como es el radical hidroxilo (*OH), extrae un atomo de
hidrogeno de un acido graso poliinsaturado (AGPI) para producir el radical lipidico,
el cual se reorganiza y forma un dieno conjugado que en su reaccion con el O, da
lugar al radical peroxilo con reactividad suficiente como para atacar otro fosfolipido

y conducir a la propagacion de la reaccién radicalaria (76).

o XOD
Lipoxigenasa
/ Cu/z sop. % Gp
us/£n X
0, 202.- H202 2H,0
7+ 2HN
0), glde;):a 2GSH GSSG
HO* N
MDA {
{

alcohol

Lipopéroxidacién

Fig. 3-4 Principales vias de generacion de ERO. El O," puede ser generado por enzimas
como la XOD, Lipoxigenasa y la NADPH oxidasa o como un subproducto del metabolismo
celular en cadena de transporte de electrones mitocondrial. La Cu / Zn y Mn SOD, convierte
el 0," en H,0,, que es eliminado rapidamente del sistema, generalmente la GPx, que utilizan
GSH como el donador de electrones, de no ser asi se forma el radical HO® y se da el dafio a
membranas. (Modificado de Mistry H. 2011) (75).

Los lipoperoxidos (LPO) (Fig. 3-4) y sus productos de degradacion como el
malondialdehido o malonaldehido (MDA) vy los 4-hidroxialquenales son altamente

toxicos. Este fendmeno es lider en cambios en la permeabilidad y pérdida de la
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integridad de la membrana que puede resultar en la disfuncion o destruccion celular

con dafo al tejido (72).

3.7.1 Antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia que disminuye la generacion de productos
oxidados en reacciones de RL o bien un donador de electrones capaz de evitar una
reaccion en cadena de oOxido-reduccion (77). Estos pueden ser divididos en

enzimaticos y no enzimaticos.

Las defensas antioxidantes enzimaticas evitan la reduccion univalente del oxigeno

(78) e inactivan por diferentes mecanismos a las ERO; tal es el caso de:

La SOD, primera enzima en la linea de defensa contra la toxicidad del anién
superoxido (0,*). Las SODs son un conjunto de metaloenzimas que pueden
dividirse en tres familias filogenéticas: la CuzZn-SOD o SOD 1 que es una proteina
dimérica localizada esencialmente en el citoplasma, la Mn-SOD o SOD 2 proteina
homotetramérica localizada en la mitocondria y la SOD extracelular 6 SOD 3,
glicoproteina tetramérica que contiene Cu (8). La reacciéon de dismutacion de las
SODs podria representarse de la siguiente manera:

20, + 2H" 2225 1,0, + O,

En el caso particular de la placenta la MnSOD mitocondrial es débilmente
expresada en el sincitiotrofoblasto pero muy intensamente en el endotelio vascular
velloso, mientras que la CuZn-SOD es intensamente expresada en el estroma
velloso, probablemente en las células de Hofbaver y ligeramente en el trofoblasto
(69).

El control de la produccién de peréxido de hidrogeno (H2O,) es el segundo paso

enzimatico que juega una rol vital contra la propagacion de ERO. Las GPxs o GSH-
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Pxs, son una familia de enzimas divididas en dos grupos: selenio independiente y
selenio dependiente presentes en el citoplasma y la mitocondria (8); proporciona
proteccion mediante la reduccién de hidroperoxidos lipidicos a sus alcoholes
correspondientes y la reduccion del peroxido libre a agua, con la concomitante
oxidacion del glutation (GSH) a glutation disulfuro (GS-SG).

GPx
H,O, + 2GSH —» 2H,0 + GS-SG

Las formas encontradas en vertebrados son: GPx1 (celular y citosdlica), GPx2
(citosdlica gastrointestinal), GPx3 (plasmatica) y GPx4 (hidroperdxido fosfolipidica);
donde su regulacion es alterada en funcion del oxigeno, la diferenciacion de células
y maduraciéon de tejidos. Las presentes en la placenta son GPx1, GPx3 y GPx4
(69).

La Catalasa (CAT), es una metaloproteina tetramérica que contiene 4 subunidades
y cada una contiene un grupo hemo. Se localiza en los peroxisomas (73),
mitocondria y se ha observado en el citoplasma del eritrocito. Existen varias
isoformas, la mayoria presentan hierro en su sitio activo (grupo hemo), pero
algunas poseen manganeso (74). La reaccidon quimica en la que interviene la CAT
removiendo el H,O; es:

CAT
H,O,; + H,O, — 2H,0 + O,

Por otra parte se encuentran los antioxidantes no enzimaticos de los cuales
algunos son: el GSH, minerales como el selenio y zinc, vitaminas como riboflavina,
acido ascorbico (vitamina C) y a-tocoferol (vitamina E); los cuales son esenciales
para la defensa contra el dafio oxidante debido a que actian como cofactores de

las enzimas antioxidantes o como antioxidantes secundarios (78).
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3.7.2 Estrés oxidante en la gestacion

El embarazo es un estado fisioldgico donde se forman dos productos, la placenta y
el feto, lo cual exige una demanda energética elevada y un incremento en los
requerimientos de oxigeno, dando lugar a un estado de EOx que surge por la
intensa actividad mitocondrial de la placenta y por consecuente aumento en la
produccion ERO, siendo asi que aun en el embarazo normal se podria esperar un

aumento de la carga pro-oxidante (79).

La vida perinatal es uno de los periodos de mayor plasticidad especialmente
sensible a factores de estrés (80), (81), donde la placenta humana y el feto son
también vulnerables a la toxicidad de las ERO, resultando en un numero de

enfermedades obstétricas y complicaciones en embarazos (62).

3.7.2.1 Estrés oxidante y desarrollo de la defensa antioxidante en el embridn

La gestacion requiere de una cierta cantidad de EOx para permitir un adecuado
crecimiento embrionario y fetal (82), por lo que un equilibrio entre fuerzas oxidantes
y reductoras permite la progresion normal de la organogénesis, el crecimiento y
desarrollo del feto (83). Para lograrlo la unidad feto-placentaria en el primer
trimestre en humanos, utliza vias metabdlicas que implican azlUcares no
fosforilados que no requieren altos niveles de oxigeno para funcionar de manera
Optima. La ventaja de tal sistema es que se puede proteger contra los efectos
teratogénicos de ERO en este periodo vulnerable del desarrollo del embrién (84),
pero una vez que la circulacién sanguinea es establecida, el embridn es expuesto a
altas concentraciones de oxigeno para lo cual desarrolla su mecanismo de defensa
antioxidante, aumentando lentamente la actividad de las principales enzimas

antioxidantes a lo largo de la gestacion.

En las etapas de desarrollo embrionario, la actividad antioxidante es

aparentemente la misma en todos los érganos. Sin embargo mas tarde en el
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desarrollo fetal, existen diferencias entre los distintos érganos en su capacidad
antioxidante, siendo el higado y el coraz6n los con una mayor capacidad

antioxidante en comparacion con otros 6rganos (85).

Lo anterior encuentra fundamento en estudios realizados por Hage y Sing los
cuales mostraron que en embriones de raton de 8 dias de edad, la presencia de
ARNmM de SOD Cu/Zn, CAT y GSH-Px, asi como su produccién aumentada con la
edad gestacional. Fendmeno similar fue observado por Khan y Negro en embriones
de raton y conejos donde la actividad de SOD, CAT Y GSH-Px aumentd con la
edad embrionaria, alcanzando su punto maximo en el periodo neonatal (85), lo cual

fue igualmente observado en embriones de ratas (86).

Esta inmadurez del mecanismo de defensa antioxidante parece predisponer al
embridn en etapas tempranas a un alto riesgo de ataques oxidantes en proteinas,
ADN y membranas lipidicas por ERO. Siendo asi que cuando existe desbalance
oxidante ya sea por la produccion de ERO y/o ERN (85) el feto puede ser dafiado,
especialmente durante la organogénesis temprana. Puesto que la mayoria de las
ERO son permeables a la membrana pueden atravesar la placenta hacia el feto
(62).

Algunos autores hacen notar que las ERO, al ser altamente reactivas tienen una
vida atil muy corta de nanosegundos, por lo tanto no se transfieren al embrion en
desarrollo o al feto. Razén por la cual se plantea que las ERO embrionarios no son
de origen materno y cada que se incrementa en los embriones es a causa de
cambios metabdlicos embrionarios que provocan una mayor produccion de estos
(85). Estos cambios metabdlicos pueden ser iniciados por varios metabolitos

maternos.

Inicialmente cuando un érgano se encuentra bajo EOx, la actividad de las enzimas
antioxidantes y las concentraciones de antioxidantes de bajo peso molecular

incrementa. Sin embargo ya que el EOx continua hay un agotamiento de los
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antioxidantes de bajo peso molecular y la reduccion de la actividad enzimatica, lo
que puede llevar a lesiones en el embrion en desarrollo, retraso del crecimiento,

anomalias o la muerte (87), (86).

3.7.2.2 Estrés oxidante en la placenta

Los ERO tales como el 6xido nitrico y el O,* producido en las células de la
placenta pueden regular el desarrollo placentario y la funcion (69), asi como el EOx
puede regular la expresién de receptores de citocinas en las células del endotelio
vascular, citotrofoblasticas y musculares lisas (85).

El dafio oxidante temprano a las células trofoblasticas en el embarazo o durante el
establecimiento de la circulacion materna puede provocar la pérdida del producto
(88). EI borde membranal del conjunto de vellosidades del sincitiotrofoblasto es
mas susceptible a la lipoperoxidacion de su membrana, dado a su exposicion a la
alta tension de oxigeno del sistema vascular maternal. Investigaciones en placenta
humana han demostrado un decremento en la lipoperoxidacion con el progreso

gestacional (88).

3.8 IMPORTANCIA DE LA PLACENTA EN LA PROGRAMACION

Como ya se ha sefalado la programacion fetal ocurre cuando el patrén normal del
desarrollo fetal es interrumpido por un reto aplicado en puntos criticos del
desarrollo (7), (89). Un reto aplicado en la gestacion puede tener un efecto
subsecuente en la funcidén de la placenta y por tanto en el crecimiento fetal y en el
desarrollo (7). Retos aplicados en la placenta a diferentes tiempos podria dar
diferentes efectos (9).
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La placenta estd en constante estado de crecimiento y diferenciacion durante la
primera mitad del periodo de gestacion debido al desarrollo vascular y la
diferenciacion del trofoblasto (9). Ademas no es solo un participante pasivo en el
abastecimiento de nutrientes al feto, de hecho participa en su adaptacion al
ambiente materno y genera cambios tanto en estructura y funcién como resultado
de un cambio en la oferta de sustrato y ambiente hormonal, por esto la placenta
tiene una posicion clave y directa en la programacion fetal (7), ademas que efectiua
roles clave como proveer una barrera inmune, trasportar nutrientes, productos de
desechos, sintetizar varios péptidos y hormonas esteroideas que tienen influencia
fetal, materna y en la placenta (7).

Las patologias de la placenta asociadas a la programacion del desarrollo son:
IUGR, pre-eclampsia y diabetes, asociados con hipoxia, EOx y nitrante en la
placenta (7). Numerosos estudios dan cuenta de alteraciones en las diferentes
funciones de la placenta presentes en enfermedades del embarazo, poniendo de

manifiesto el papel clave que tiene este 6rgano durante el desarrollo (90).

Se han realizado diversos estudios que apoyan lo anterior, ya que cambios en el
patréon de sefiales hormonales en el desarrollo o de cantidades de sustrato
transportados hacia el feto, alteran el desarrollo fetal (Fig. 3-5), lo que finalmente
resulta en desarrollo en enfermedades cardiovasculares y metabdlicas en la vida

adulta.
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Fig. 3-5 Respuestas adaptativas placentarias y programacion fetal, (modificado de: Myatt
2006) (7).

Actualmente se ha establecido modelos experimentales con ovejas, que evaluan el
efecto de varios factores en el crecimiento fetal tales como: el exceso o privacion
de nutrientes maternos (57), incremento del nimero de fetos, genotipo materno y
fetal (91). Dichas condiciones tienen efectos similares con el tamafio placentario, el
aporte fetal del oxigeno y alimento, asi como la disminucion de la angiogénesis y
flujo sanguineo placentario.

El EOx constituye otro factor importante que puede alterar la funcién placentaria en
cualquier periodo de la gestacion. Las ERO si se producen a niveles altos pueden
activar una variedad de vias de sefalizacion que pueden afectar negativamente el
desarrollo (92), (83) (Fig. 3-6).
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Fig. 3-6 Posibles mecanismos de la programaciéon de desarrollo en respuesta a la
sobrealimentacién materna, (modificado de Alfara 2011) (92).

Es posible especular que la plasticidad perinatal de los sistemas fisiolégicos es un
mecanismo importante para la adaptacion del feto o del recién nacido a las
condiciones ambientales después del nacimiento. Sin embargo, en estudios bajo
condiciones extremas como el estrés, las crias mostraron anomalias fisiologicas y

conductuales a corto y largo plazo (93), (94).

Las fluctuaciones programadas del tono oxidante 6 cambio redox, alteran el destino
de células en el embrién hacia la proliferacion, la diferenciacion, la apoptosis o
necrosis. Un estado muy reducido conduce a la proliferacion, la oxidacion suave
conduce a la diferenciacién y la oxidacion adicional a la muerte celular (95). El nivel
de oxigeno también puede afectar a la diferenciacion de las células madre a un

fenotipo en particular (96), asi como la proliferacion de las células B pancreaticas
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(97). El EOx fetal podria influir en el desarrollo del sindrome metabdlico (Fig. 3-6).
(97) (98), por diversos efectos por ejemplo las células B del pancreas dependen de
la produccién normal de ATP para la secrecion de insulina (99), las cuales son
células muy susceptibles a ERO por sus bajos niveles de enzimas antioxidantes
(100), por lo cual el feto antepone modular y reprogramar la funcién mitocondrial en
el pancreas cuando se da un aumento del EOx (101). Esta interrupcion y la
modulacién de la funcién de las células B podrian predisponer a la descendencia a
la diabetes. Del mismo modo afecta la fosforilacion oxidante mitocondrial en el
higado (102).

Las alteraciones en la placenta resultado del EOx afectan la funcién placentaria, el
crecimiento fetal y la programacion del desarrollo que lleva a consecuencias a largo
plazo en la edad adulta (82), como por ejemplo en la insuficiencia placentaria, hay
un aumento de ERO que amplifica la expresion de diversos factores de trascripcion
y/o factores hormonales, que terminan afectando el metabolismo de la placenta,
con la consecuentes alteracion del flujo de sanguineo placentario y la alteracién de

la programacion del desarrollo (90).

Estas observaciones tienen importantes implicaciones para el desarrollo de un
organismo, ya que demuestran que el EOx y por tanto el ERO pueden afectar en

gran medida el destino del desarrollo (82).

Con base en estos antecedentes se plante6 la presente investigacion que tiene la
finalidad de determinar el efecto de la restriccion proteinica materna durante la
gestacién sobre el EOx en placenta e higado fetal utilizando como modelo biol6gico
a la rata, del cual no se tiene precedente. La propuesta a evaluar fueron los efectos
de la restriccion proteinica 10%, durante 19 dias de gestacion (dG) sobre el EOx en

el suero materno, placenta e higado fetal de rata Wistar.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los efectos adversos de la restriccion proteinica materna durante el embarazo
tanto en madres como en sus descendientes constituyen un gran problema de
salud publica, a nivel mundial, especialmente en los paises en desarrollo (1).
Recientemente en nuestro pais el 12% de mujeres en edad reproductiva y el 18%
de las embarazadas, fueron clasificadas como anémicas; teniendo una mayor
prevalencia en areas rurales que en las urbanas (2), segun la ENSANUT 2012. Por
lo que la morbilidad fetal y de la descendencia, asociada con la pobre nutricion
materna durante el desarrollo es un problema preocupante de salud a nivel global
que predispone a la descendencia a desarrollar enfermedades en su vida adulta,

como es diabetes, hipertension y obesidad (3).

La restriccion proteinica materna durante la gestacién es uno de los principales
factores que afectan la programacién del desarrollo (5). Myatt et al., mencionan que
la desnutriciébn o sobre-nutricion, dafios por EOx o nitrante afectan la funcion de la
placenta y por tanto el crecimiento fetal y el desarrollo (9). En las crias de ratas
sometidas a restriccion proteinica se ha reportado que en la alteracién del
metabolismo de glucosa e insulina esta implicado el EOx (6), puesto que las
deficiencias nutricionales como la de proteinas, podrian impactar en la capacidad
antioxidante celular, ya que éstas proveen los aminoacidos necesarios para la

sintesis de enzimas antioxidantes (8).

Sin embargo no se han llevado a cabo estudios donde se determine el efecto de la
restriccion proteinica materna durante la gestacion sobre el EOx en placenta e
higado fetal de rata. Por ello se planted la siguiente pregunta de investigacion:
¢, Cual es el efecto de la restriccion proteinica en un 10% durante 19 dG de la rata
Wistar sobre el EOx? ¢ Este EOx ocasionara dafio placentario y esté repercutira en

el feto?
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OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar el efecto de la restriccion proteinica durante la gestacion sobre EOx

en suero materno, placenta e higado de fetos de rata Wistar.

PARTICULARES

Determinar a los 19 dG en la rata madre, la ganancia de peso materno y
concentracion de MDA en suero.

Determinar el peso de placentas, la concentracion de MDA y la actividad
enzimatica antioxidantes SOD y GPx a los 19 dG.

Evaluar el peso de los fetos a los 19 dG.

Determinar la concentracion de MDA vy la actividad enzimética de la SOD y
GPx en higado fetal a 19 dG.

HIPOTESIS

De acuerdo a los antecedentes tedricos cientificos que han demostrado que la

restriccion proteinica materna durante la gestacion es un factor que impactan en la

programacion del desarrollo fetal, en donde se ha visto implicado al EOx,

suponemos que la restriccién proteinica materna durante la gestacion incrementara

el dafio oxidante tanto en la madre como en la placenta y el higado fetal,

aumentando la concentracion de MDA asi como la actividad de las enzimas
antioxidantes SOD y GPx.
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1. DISENO EXPERIMENTAL

7.1 TIPO DE ESTUDIO

Experimental

7.2 POBLACION DE ESTUDIO.

Se emplearon ratas hembras de la cepa Wistar (Rattus norvegicus) de 120 dias de
edad, obtenidas del Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB)
del INCMNSZ, donde se mantuvieron en condiciones de humedad relativa y
temperatura controladas 75% y 22+2°C, respectivamente con ciclos de
luz/obscuridad de 12 horas. Todos los procedimientos fueron aprobados por el
comité de ética de experimentaciéon animal del INCMNSZ. El alimento y el agua
estuvieron disponibles ad libitum durante todo el estudio. Los machos empleados

para aparear a las hembras fueron no experimentales con fertilidad probada.

Los animales fueron alojados en cajas estandar de acrilico con una cama de
aserrin de madera virgen (Aspen Chip Laboratory Bedding de Northeastern
Products Corp.). Se colocaron 3 animales por cada caja hasta antes del
apareamiento, periodo a partir del cual sélo se coloc6 a una hembra por caja hasta
el final del estudio.

7.3 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

7.3.1 Criterios de inclusion

a) Se incluyeron en el estudio las ratas prefiadas.

b) Se incluyeron las ratas gestantes con 10 a 12 fetos.
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Criterios de exclusiéon

Se descartaron las ratas no prefiadas.

Se excluyeron las ratas con reabsorciones fetales.

Se eliminaron las ratas con mas de 12 o menos de 10 fetos.
Se descartaron las ratas con enfermedad alguna.

VARIABLES

Independientes: Tipo de dieta

Control

Restringida isocaldrica

Dependientes:

Peso de las placentas y fetos.

Concentracion MDAy actividad enzimética de SOD y GPx.

METODOLOGIA

Animales Experimentales:

Las ratas se dividieron en dos grupos experimentales de acuerdo al tipo de dieta

gue consumieron en los 19 dG:

dG.

Grupo Control (C): Se alimentaron con dieta control isocalorica durante 19

Grupo restringido (R): Se alimentaron con dieta isocaldrica restringida

proteinicamente durante 19 dG.
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Grupos experimentales Alimentacién Materna

C Dieta control

T

19 dG
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dG= dias de gestacién Gestacion (dias)

Fig. 7-1. Descripcion de los grupos experimentales en linea de tiempo.

7.5.2 Dieta experimental:

La dieta control consisti6 en alimento elaborado en la planta piloto del
Departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (DCyTA) del INCMNSZ,
cuyo contenido energético fue de 4 Kcal/g y de proteina un 20.3% (), con base en
la recomendacion AIN-93 del American Institute of Nutrition (35), asi como
modificaciones hechas por nuestro grupo de trabajo (Cuadro 7-1 y Cuadro 7-2),
(36). Para su elaboracion se utilizd una mezcladora de paletas Hobart modelo A-
200 de 20L de capacidad, potencia de 1/3 HP y 1425 rpm.

Los reactivos que utilizados para la elaboracion de las dietas se enlistan a

continuacion:

o Caseina libre de vitaminas, de Harlan Teklad.

o Diclorhidrato L-Cistina, de Sigma Aldrich.

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

o Mezcla de Vitaminas AIN-93 VX, de Harlan México S. A. de C. V.
o Clorhidrato de Colina, Sigma Aldrich.

o a-Celulosa de Sigma Aldrich.




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

Glucosa anhidra de Drogueria Cosmopolita S. A. de C. V.
Aceite comestible 100% de maiz La Gloria® de Corfuerte, S. A. de C. V.

Cuadro 7- 1 Composicion Nutricional de las Dietas

(%) )
Nutrientes Dieta Dieta
Control Restringida
en proteina
Proteina 20.3 10.15
Grasa 5.0 5.0
Polisacaridos 32.52 37.59
Azlcares simples 32.52 37.59
Fibra dietética 5.0 5.0
Minerales 3.5 3.5
Vitaminas 1.164 1.164
Contenido energético 4 Kcal /g 4 Kcallg
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Cuadro 7- 2 Formulacion de la dieta control y dieta restringida
proteinicamente

Componente Control Restringida
Concentracion Concentracion
(9/100g de Dieta) (g/100 g de Dieta)
Caseina 20.0 10.0
Diclorhidrato L-Cistina, 0.3 0.15
Mezcla de Vitaminas AIN-93 1.0 1.0
VX
Mezcla de Minerales AIN-76 35 3.5
Clorhidrato de Colina 0.164 0.164
a-Celulosa 5.0 5.0
Almidon de maiz 32.5 37.59
Glucosa anhidra 32.5 37.59
Aceite de maiz 5.0 5.0

7.5.2.1 Elaboracioén de la dieta.

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

2. Se cirnieron todos los polvos, previamente a ser mezclados en una bolsa,
después fueron colocados en la mezcladora Hobart, a la cual se agrego la cantidad
formulada de aceite, asi como un poco de agua para facilitar su mezclado hasta
haber obtenido una masa uniforme, (siendo las mezclas de vitaminas AIN-76 y de
minerales AIN-93VX las ultimas en incorporarse).

3. Una vez agregados todos los componentes se mezclaron durante 10 minutos

a una velocidad baja (No. 1) en la mezcladora.
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4. Obtenida la masa se moldearon galletas del tamafio del pufio de la mano y se
colocaron a secar a temperatura ambiente por un dia en la planta.
5. La dieta se almacend en contenedores rigidos opacos, por lapsos no mayores

a un mes en un cuarto frio a 4° C (Fig. 7-2'y 7-3).

Fig. 7-2 Presentacion de dieta control Fig. 7-3 Presentacion de dieta restringida

7.5.3 Apareamiento y determinacion de la prefiez:

Cuando las hembras alcanzaron 120 dias de edad y un peso aproximado de 287 g,
fueron colocadas en sus respectivas cajas con un macho no experimental adulto de

fertilidad probada para llevar a cabo el apareamiento.

Para comprobar que se realizd el apareamiento posterior a la colocacion del
macho, se realizé un frotis vaginal a cada hembra cada 24 horas (a las 08:00 hrs
a.m.). La observacién de espermatozoides se consideré6 como resultado positivo
para el apareamiento (tomando el dia del hallazgo como el dia cero de gestacion),
momento en el cual el macho fue retirado de la caja de la hembra. Las ratas
negativas a esta prueba por mas de cuatro dias consecutivos (duracién del ciclo
estral) fueron descartadas del experimento. Los frotis se tifieron con solucion de
lugol (obtenida de la Farmacia del Area de Hospitalizacion del INCMNSZ) vy
observados a 100X con un microscopio foténico (Axiostar Plus de Carl Zeiss®).
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7.5.4 Medicion de peso corporal e ingesta

A partir del dia cero de gestacion se asigno dieta ya sea control o restringida. Se
midio y registré el peso corporal de cada rata diariamente a las 9:00 a.m. durante
los 19 primeros dG, de igual forma para su ingesta de alimento, asegurandose que
el comedero contara con una cantidad no menor a 50 g. Las pesadas se realizaron
en una balanza analitica ADAM® modelo PGW 1502 e, (capacidad=1500 g, d=0.01

g), usandola en la funcion de pesaje de animales para el caso del peso corporal.

Los calculos se realizaron de acuerdo a la presente ecuacion:
Ingesta individual = Ai — Af
Donde:
Ai= alimento inicial (g de alimento en el comedero el dia anterior a la
determinacion).

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

7.5.5 Sacrificio

Una vez cumplidos los 19 dG, la rata se sacrific6 por decapitacidbn con una
guillotina para roedor Thomas Scientific, con un ayuno de 6 hrs, las muestras de
sangre fueron recolectadas en tubos de vidrio, dejando coagular a temperatura
ambiente y después fueron centrifugadas a 4°C por 15 min. a 2200 rpm para
remover las células sanguineas, el suero fue almacenado a -70° C hasta su

analisis.

Posteriormente mediante la diseccion del cuerpo se extrajeron del Gtero los fetos y
sus respectivas placentas; ambos se pesaron en una balanza analitica BP 310S de
Sartorius® (Cap.max.= 320 g, d=0.001 g) y se realizd su registro del peso; la
determinacién del sexo fetal se realiz6 mediante la busqueda de los testiculos. En
seguida se obtuvo el higado fetal y se conservo a -70° C hasta el momento del

ensayo.
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7.5.6 Determinacion de la concentracion de biomarcadores de estrés oxidante:

MDA, SOD, GPx en suero materno, placenta e higado fetal.

Se evalué la concentracion de MDA en suero materno, asi como en el
homogeneizado de placenta e higado fetales por el método de especies reactivas
de acido tiobarbitarico (TBARS). Por otra parte también se cuantifico la
concentracion enzimatica de SOD y GPx en placenta e higado fetal por métodos

enzimaticos.

A continuacién se mencionan las técnicas empleadas correspondientes a cada

determinacion.

7.5.6.1 Homogeneizacion del tejido

La homogeneizacion de la placenta e higado se realizé en solucion salina isotonica
(SSI) a 4 °C (bafio de hielo), con una proporcion 1:10 (g/V, 0.1 g de tejido en 1 mL
de SSI para cada tejido obtenido. Para tal proceso se utiliz6 un homogeneizador
marca Polytron® PT 10-35, a una velocidad media, hasta observar la ausencia de

fibras de tejido, posteriormente se realizé alicuotas para las diferentes pruebas.
7.5.6.2 Cuantificacion de proteinas
La determinacion de proteina en el homogeneizado de placenta e higado se realizé

por el método de Bradford (103). Este analisis se realiz6 en un espectrofotbmetro

de placa, Sinergy HT, Biotek® a 595 nm.
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Procedimiento

Antes de colocar la muestra en la placa, se encendié el Sinergy HT, Biotek®,
durante 30 min. y se prosiguio a leer los blancos de aire correspondientes a cada

placa.

De acuerdo al nimero de muestras a analizar, se preparo la dilucion 1/5 del
reactivo de Bradford (Bio Rad Cat. 500-006) y a continuacién se realizé la diluciéon
de la muestra 1/100 en SSI, posteriormente, se colocaron en una placa de 96
pozos 5 pL de la diluciébn de la muestra por duplicado y 200 pL del reactivo de
Bradford, se incubaron 5 min. a temperatura ambiente y se leyeron a una
absorbancia de 595 nm. Para la elaboracion de la curva estandar se utilizo suero
de albumina bovina (BSA), partiendo de un stock de 10 mg/mL de BSA obteniendo
una dilucién con una concentracién de 200 pug/mL, de donde se tomo la alicuota
correspondiente para cada punto de la curva a una concentracion de 0-2.5 pg/mL.

Al igual que las muestras se agregaron 200 L del reactivo de Bradford (Fig. 7-4).

Cuantificacion de Proteina
Reaccion por el método de Bradford

* 100 pL SSI
A *0.1g de tejido

A
: g Homogeneizar
e

R —

Descongelar =
en bafio de
hielo \/ Agitar
s e T pirare '
Dilucién de la [ =
muestra 1/100 \
con SSI v Dilucién 1/5 del
reactivo Bradford

Congelar a-70 °C Colocar en la placa 5uL de la

dilucién de la muestray
200pL Bradford

e ‘ Agregar 5uL y
e yvyyvyvy vy 200p.L Bradford
- N saei Ty e TV - >

Elaboracién de la curva estandar
de BSA (0-2.5ug/mL) Incubar 5 min

=y / Leer
o\‘ A=595 nm

Fig. 7-4 Diagrama empleado en la cuantificacion de proteina por el método de Bradford.
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7.5.6.3 MDA en suero y en el homogeneizado de tejido 1:10 m/v (104)

Procedimiento
Se encendi6 el Sinergy HT, Biotek®, durante 30 min. y se leyeron los blancos de
aire correspondientes a cada placa.

Anticipadamente se prepararon con base a las muestras a determinar el Reactivo
C: 170 mg de acido tiobarbitarico (TBA), 5.9 g &cido tricloroacético (TCA), 680 pL
HCl y agua cbp 34 mL y el Butil-hidroxi-tolueno (BHT) a una concentracién de
6.25X10° g/mL. Con respecto a la preparacion de la muestra se realizd por
duplicado, partiendo de una alicuota de homogeneizado de 100 pL previamente
conservadas a -70°C, descongelandolas en un bafio de hielo, posteriormente se
agitaron en un vortex y se agregaron 400 pL del reactivo C, agitando nuevamente y
afiadiendo 5 pL de BHT.

Las muestras se incubaron a 50 °C por 1 hr, mas tarde se colocaron en bafio de
hielo a 4 °C hasta enfriarse, prosiguiendo a centrifugarlos a 8000 rpm durante 15
min. a 6 °C en Eppendorf Centrifuge® 5417R, posteriormente se colocaron 300 pL
sobrenadante de la muestra en una placa de 96 pozos y se leyeron a A= 532 nm,
(Fig. 7-5).
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Cuantificaciéon de Malondialdehido MDA
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Fig. 7-5 Diagrama para la cuantificacion de Malonaldehido (MDA) a través de la reaccion de
TBARS.

7.5.6.4 Medicién de la actividad de la SOD en homogeneizado de tejido 1:10 m/v

La actividad de la SOD se evalu6 a través del kit comercial RANSOD de RANDOX;
Cat. No. SD125 y SD126 y los datos fueron normalizados por la concentracion de
proteina. Este andlisis se realizé en un espectrofotometro de placa a 505 nm,
Sinergy HT, Biotek®.
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Procedimiento

Inicialmente se reconstituyeron los viales de reactivos de acuerdo al nUmero de
muestras, correspondientes al sustrato mixto (Rla), XOD (R2) y el calibrador
(Patrén), segun lo establecido en el inserto del kit comercial RANSOD de
RANDOX; Cat. No. SD125 y SD126.

Posteriormente se encendi6 Sinergy HT Biotek®, durante 30 min. y tiempo después

se prosiguio a leer los blancos de aire correspondientes a cada placa.

Para la preparacion de la muestra se parti6 de una alicuota de homogeneizado de
50 pL conservada a -70°C, la cual se descongelé6 en bafio de hielo y
posteriormente se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min. a 4 °C, obteniendo el
sobrenadante del cual se colocaron 7 pL por duplicado en una placa de 96 pozos,
adicionando 212.5 pL del Rla y 31.3 pL del R2 e inmediatamente se agitd, todo
esto se realizé en bafio de hielo y al cabo de 30 sy 3 min. se leyd la absorbancia
A1y Az, aA=505nm a 37 °C, (Fig. 7-6)

Para la elaboracién de la curva estandar se reconstituy6 el calibrador del cual se
elaboré una curva de 6 puntos, colocando 7 pL correspondientes a cada tubo de Sg
a S;, 5 uL Rla y 31.3 uL de R2, (Cuadro 7-3); se trabajé de igual forma que la

muestra.

Cuadro 7-3 Elaboracion de la Curva Estandar para SOD

Tubo
Se 600 pL de calibrador

Ss 500 pL Sg+ 500 pL de diluyente
Sy 500 pL Ss+ 500 pL de diluyente
S3 500 pL S;+ 500 pL de diluyente
S, 300 pL Ss+ 500 pL de diluyente
S 50 pL de diluyente
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Reaccion producto comercial Kit RANSOD
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‘—-JA. — | =
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de BSA (0-2.5yg/mL) : /

Fig. 7-6 Diagrama para la cuantificacion de actividad enzimatica de SOD, utilizando el kit
comercial RANSOD.

7.5.6.5 Medicion de la actividad de GPx en homogeneizado de tejido 1:10 m/v

La actividad de la enzima GPx se analizé con el kit comercial RANSEL de
RANDOX; Cat. Mo. RSD504. Los datos fueron normalizados por la concentracion
de proteina. Este analisis se realiz6 con el espectrofotometro de placa, Sinergy HT,
Biotek® a 340 nm.

Procedimiento

Se reconstituyeron los viales de reactivos en base al numero de muestras a
analizar, correspondientes al GSH, GR y Nicotinamida Adenina Dinucledtido
Fosfato en su forma reducida (NADPH) (Rla), Hidroperéxido de cumeno (R2)
preparado a una concentracion 0.18 mmol/L y el diluyente (R3), segun lo
establecido en el inserto del kit comercial RANSEL de RANDOX; Cat. No. RS504.
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Con anterioridad se encendi6 el espectrofotometro de placa Sinergy HT, Biotek®,
durante 30 min. prosiguiendo a leer los blancos de aire correspondientes a cada
placa. Se elabor6 un blanco con SSI y para la muestra se partio de una alicuota de
homogeneizado de 50 pyL conservada a -70°C, la cual se descongelé en un bafio
de hielo y se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min a 4 °C para obtener el
sobrenadante, posteriormente se colocaron 5 pL de este en una placa de 96 pozos,
asi como del blanco de SSI. A la muestra se le agreg6 205 uL del R1lay 10 pL del
R2, esto se realiz6 por duplicado y bajo bafio de hielo. Se mezclé y se leyé a una
A= 340 nm a 37 °C, obteniendo la absorbancia inicial al cabo de un minuto y
leyendo nuevamente a uno y dos minutos, (Fig.7-7).

Cuantificacién Glutation Peroxidasa GPx
Reaccién producto comercial Kit RANSEL

+100p L SSI L Aé"CUOtTS de ;’é’}é'— Descor:gelar
A +0.1g de tejido ongelara - en bafio de
Wy hielo
f Homogeneizar

-~
ol

Vv Centrifugacion a 1200 rpm
10min a 4°C

Agregar blanco de SSI

Rib| . Ria Leer blancos de aire
Reconstitucion de \
reactivos R1a,
- M , ™  Rib,R2yR3
Agitar
.
) . Colocar en la placa 5uL
4 Leer la absorbancia de muestra y 205pL

inicial y al cabo de 1y 2 min

del R1lay 10uL R2
A=340nma37°C

Fig. 7-7 Diagrama empleado en la cuantificacion de la actividad enzimatica de GPx, utilizando
el kit comercial RANSEL.
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7.6  ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se presentan como la media aritmética + el error estandar de
la media (E.E.M).La comparacion de los promedios del peso, concentracion MDA y
de la actividad de las enzimas antioxidantes (SOD y GPx) en cuanto al efecto de la
dieta entre los dos grupos se determiné mediante la prueba t-Student, segun fuera

el caso en ratas gestantes, placenta, feto e higado fetal.

Adicionalmente la comparacion de los promedios de la concentracion de MDA y de
la actividad enzimatica de SOD y GPx de la placenta e higado fetal con respecto al
efecto de la dieta y el sexo del feto, fueron analizados por la prueba ANOVA

(Andlisis de Varianza) de 2 vias, seguida de la prueba de Tukey.

Se consider6 un nivel de significancia al 95%. Se utiliz6 el programa estadistico
SigmaPlot 11.0.
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8. RESULTADOS

8.1 PARAMETROS DE LAS RATAS MADRE A LOS 19 dG

8.1.1 Curvade ganancia de peso en gestacion

La alimentacion en ratas Wistar con dieta isocaldrica restringida proteinicamente
(10% de caseina y 0.15% de cistina) durante los 19 dG, no alteré la ganancia de
peso materno comparado con el grupo C; los dos grupos experimentales

aumentaron de peso de modo paralelo (Fig. 8-1).

La Tabla 8-1 muestra las tres pendientes (m) de la curva ganancia de peso
materno referente al grupo R y C durante 19 dG, con su respectivo coeficiente de
correlaciéon (R?), en la cual el periodo de 14 a 19 dG aumenté la velocidad de

ganancia de peso a casi el doble de la pendiente de los dos periodos anteriores.

8.1.2 Ganancia de peso e ingesta

El peso materno ganado durante la gestacion de los grupos Ry C a los 19 dG, fue
similar en ambos grupos, al igual que la cantidad de alimento en gramos

consumidos por las ratas gestantes cada dia (Tabla 8-2).

8.1.3 MDA en suero materno

En la Fig. 8-2 se muestra el efecto de la dieta en la concentracion de MDA,
determinado en suero de ratas gestantes a 19 dG, donde se observa una
concentracion significativamente mayor en el grupo R comparado con el grupo C
(P<0.05).
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8.2 PESO DE LA PLACENTA Y DEL FETO ALOS 19dG

La tabla 8-3 muestra el peso de placentas de ratas gestantes del grupo R son
significativamente menos pesadas con respecto al grupo C (P<0.05); por otra parte
el peso fetal es el mismo en ambos grupos, al igual que la suma del peso de la
placenta mas el peso fetal.

8.3 PARAMETROS DE EOx EN PLACENTA A LOS 19 dG

8.3.1 MDA en placenta

La concentracion de MDA en el homogeneizado de placentas de fetos hembras (H)
provenientes del grupo R, muestran una concentracion de MDA significativamente
mayor con respecto a los fetos machos (M) del mismo grupo y al grupo C (P<0.05),
(Fig. 8-3 A). Por lo que la concentracion del MDA fue significativamente mayor en

las placentas del grupo R con respecto al grupo C (P<0.05) (Fig. 8-3 B) (Tabla 8-4).

8.3.2 Enzimas antioxidantes en la placenta (SOD y GPx)

La actividad de la enzima SOD en las placentas de fetos H correspondientes al
grupo R, muestra una actividad significativamente mayor de esta enzima
comparado con los M del mismo grupo y al grupo C (P<0.05), (Tabla 8-4), (Fig. 8-3
C). De esta forma el andlisis grupal el grupo R fue significativamente mayor con
respecto al grupo C (P<0.05), (Fig. 8-3 D) (Tabla 8-4).

De igual forma se encontré6 mayor actividad en las placentas de fetos H del grupo
R, contra los fetos H del grupo C (P<0.05), (Tabla 8-4), (Fig. 8-3 E). Siendo asi que
las placentas del grupo R, mostraron mayor actividad enzimatica de la GPx con
respecto al grupo C (P<0.05), (Fig. 8-3 F).
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8.4 PARAMETROS DE EOx EN HIGADO FETAL A LOS 19 dG

8.4.1 MDA en higado fetal

Los resultados en higados fetales de H pertenecientes al grupo R, mostraron mayor
concentracion de MDA, con respecto a los fetos M del mismo grupo y al grupo C
(P<0.05), (Fig. 8-4 A). Por lo que en el analisis grupal, el grupo R presenté una mas
alta concentracion de MDA en comparacion al grupo C (P<0.05), (Fig. 8-4 B),
(Tabla 8-5).

8.4.2 Enzimas antioxidantes en el higado fetal (SOD y GPx)

Respecto a la enzima SOD, se observé mayor actividad en los higados de fetos M
provenientes del grupo R comparado con el grupo C (P<0.05), con respecto a las
H estan fueron igualmente diferentes del grupo C (P<0.05) pero menor
concentracion que los M (Fig. 8-4 C). Asi mismo la actividad enzimatica en el
higado de fetos pertenecientes al grupo R fue significativamente mayor al grupo C
(P<0.05), (Fig. 8-4 D), (Tabla 8-5).

Por otra parte, la actividad enzimatica de la GPx en el higado fetal de H
provenientes del grupo R fue mayor en comparacion a las del grupo C (P<0.05),
(Tabla 8-5), (Fig. 8-4 E).De igual modo en el higado fetal del grupo R dicha
actividad fue significativamente mayor con respecto al grupo C (P<0.05), (Fig. 8-4
F) (Tabla 8-5).
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Fig. 8-1 Efecto de la dieta restringida en la curva de ganancia de peso materno en ratas a
los 19 dG.

Los resultados se expresan como gramos promedio de la media + E.E.M. (n=C: 5, R: 9), analizados por t-
Student. No se encontraron diferencias significativas respecto al grupo C.
R: grupo con restriccion proteinica, C: grupo control.

Tabla 8-1 Pendientes de la curva ganancia de peso durante la gestacion

Pendientes (m) a b C Total
dG 0-6 713 14-19 0-19
m (g/d) 5.17 +0.32 5.78+0.78 9.63+0.84  5.24+0.48
© R 0.96 0.93 0.96 0.94
m (g/d) 4.83 +0.42 4.75+0.42 8.21+0.82  4.83+0.28
R 0.92 0.95 0.96 0.93

Los resultados se expresan como m promedio de la media + E.E.M., (n= C: 5, R: 9) analizados por t-Student. No
se encontraron diferencias significativas respecto al grupo C.
m= pendiente en g/ ganados por dia, R: grupo con restriccion proteinica, C: grupo control, dG: dias de gestacion.
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Tabla 8-2 Caracteristicas maternas alos 19 dG

Control Restringida
Ganancia de peso materno (g) 10714 99+3.5
Consumo de alimento (g) 27+0.15 27+£0.3

Los resultados se expresan como gramos promedio de la media £ E.E.M., (n= C: 5, R: 9) analizados por t-
Student. No se encontraron diferencias significativas respecto al grupo C.

500 |
400 |
300
200

100

Suero MDA (nmol/100L

Fig. 8-2 Efecto de la dieta en la concentracién de MDA en suero materno de rata con 19 dG.

Los resultados se presentan como concentracion promedio (nmol/mL) de la media + E.E.M., (n= C: 5, R: 9).
Diferencia significativa por t-Student, P<0.05 para letras diferentes entre los grupos C vs R.
R: grupo con restriccion proteinica, C: grupo control.

Tabla 8-3 Peso de la placentay del feto a los 19 dG de ratas Wistar

Control (n=5) Restringida
(n=9)
Peso de la placenta (g) 0.74£0.11a 0.5+0.02b
Peso fetal (g) 2.7+£0.07 2.61£0.02
Peso de la placenta + peso fetal (g) 3.4+0.16 3.1+0.03

Los resultados se presentan como gramos promedio de la media £+ E.E.M. (n= C: 5, R: 9), analizados por t-
Student, P<0.05 para letras diferentes entre los grupos C vs R.
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Tabla 8-4 Analisis de MDA, SOD y GPx en homogeneizado de placenta

C R
MDA (nmol/mg de proteina) 23+2.1a 38.8£1.7b
Hembras 22.81+3a 41.8+2b*
Machos 23.2+3a 34.9+2b*
SOD (U SOD/mg de proteina) 12.78+0.46a 17.24+1.05b
Hembras 12+1.04a 19.06+1.96b
Machos 13.55+0.63 15.41+1.35
GPx (mU GPx/mg de proteina) 10.14+2.44a 19.60+£1.99b
Hembras 5.99+1.14a 22.26+5.71b
Machos 11.44+1.86 16.93+7.14

Los resultados se expresan como la media + E.E.M.;(n=C: 5, R: 9), P<0.05 para letras diferentes entre los grupos
C vs R, * P<0.05 para grupo con diferente sexo y misma alimentacién. Analizados por t-Student o ANOVA de 2

vias.
Malonaldehido (MDA). suneréxido dismutasa (SOD). alutatién peroxidasa (GPx).

Tabla 8-5 Andlisis de MDA, SOD y GPx en homogeneizado de higado

C (n=5) R (n=9)
MDA (nmol/mg de proteina) 36+3.1a 38.8+2.3b
Hembras 49.8+4.5a 88.6+3.3b*
Machos 22.7+4.5a 55.31£3.3b*
SOD (U SOD/mg de proteina) 16.25+0.61a 26.47+1.77b
Hembras 20.10+£0.79a 26.16+0.35b
Machos 12.4+0.62a* 26.77+3.62b
GPx (mU GPx/mg de proteina) 23.48+2.07a 36.84+3.47b
Hembras 22.97+3.84a 42.13+£3.75b
Machos 23.98+1.86 31.55+7.06

Los resultados se expresan como la media + E.E.M.(n=C: 5, R: 9), P<0.05 para letras diferentes entre los grupos
C vs R, * P<0.05 para grupo con diferente sexo y misma alimentacién. Analizados por t-Student o ANOVA de 2

vias.
Malonaldehido (MDA), superéxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GPx).
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Fig. 8-3 Anédlisis de MDA, SOD y GPx en homogeneizado de placenta alos 19dG.

Efecto de la dieta y el sexo en la A) concentracion de MDA, C) actividad enzimética de la SOD y E) GPx y
efecto de la dieta en la B) concentracion de MDA, D) actividad enzimatica de la SOD y F) GPx en
homogeneizado de placenta de rata con 19 dG. Los resultados se presentan como concentracion promedio de
la media + E.E.M. o actividad enzimatica promedio de la media + E.E.M (n= C: 5, R: 9). P<0.05 para letras
diferentes entre los grupos C vs R, * P<0.05 para grupo con diferente sexo y misma alimentacién. Los datos
fueron analizados por t-Student (B, Dy F) o ANOVA de 2 vias (A, CyE).
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Fig. 8-4 Anadlisis de MDA, SOD y GPx en homogeneizado de higado a los 19dG.

Efecto de la dieta y el sexo en la A) concentracion de MDA, C) actividad enzimética de la SOD y E) GPx y
efecto de la dieta en la B) concentracion de MDA, D) actividad enzimatica de la SOD y F) GPx en
homogeneizado de higado fetal placenta de rata con 19 dG. Los resultados se presentan como concentracion
promedio de la media + E.E.M. o actividad enzimatica promedio de la media + E.E.M (n= C: 5, R: 9). P<0.05
para letras diferentes entre los grupos C vs R, * P<0.05 para grupo con diferente sexo y misma alimentacion.
Los datos fueron analizados por t-Student (B,D,F,C) y ANOVA de 2 vias (Ay E).
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9. DISCUSION

El periodo de gestacion, es una etapa en la cual el impacto potencial de la nutricion
en las crias es mayor que en cualquier otra etapa de la vida, ya que en ella existen
periodos criticos vulnerables a condiciones subdptimas como es la organogénesis y
el crecimiento fetal. Estudios previos basados en la hipétesis de los Origenes del
Desarrollo de la Salud y la Enfermedad (DOHaD por sus siglas en ingles), han
reportado que dentro de los principales factores que afectan la programacion del
desarrollo se encuentra la exposicion materna a una dieta baja en proteinas

durante la gestacion y/o lactancia (5), (27), (28).

En este sentido, nuestros resultados muestran que la alimentacion de ratas Wistar
con dieta isocalorica restringida proteinicamente (10% de caseina y 0.15% de
cistina) durante los 19 dG, no alter6 la ganancia de peso materno comparado con
las ratas gestantes alimentadas con dieta control, lo que puede deberse al nivel de
restriccion proteinica y/o compensacion de carbohidratos al emplearse una dieta
isocaldrica (21), (44); dicha compensacion pudo ocasionar que las ratas de ambos
grupos consumieran la misma cantidad en gramos de dieta, como se muestra en la
Tabla 8-2.

Asi mismo el que las ratas no consumieran mas alimento pero si aumentaran de
peso con el avance de la gestacion, puede deberse a que proteinas y lipidos
almacenados en periodos tempranos de la gestacion subsidian de cierta forma el
alto costo de las demandas energéticas en el ultimo periodo de embarazo (38),
(39), (40); por lo cual observamos que la curva ganancia de peso materno durante
la gestacion, no fue diferente a la obtenida por el grupo C (Fig. 8-1), y coincide con
la reportada por Ota y Yokoyama 1967 (37) y por nuestro grupo de trabajo en
estudios previos (20), (51).

Esta curva muestra claramente tres pendientes, donde en el periodo del dia 14 al
19, la velocidad de ganancia de peso es casi el doble de la pendiente de los  dos
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periodos anteriores en ambos grupos (Tabla 8-1). En este periodo de rapida
ganancia de peso hay gran hipertrofia (aumento de tamafio celular) y se da la
maduracion de los 6rganos fetales, lo que explica la rapida ganancia de peso, esto
es de suma importancia ya que para esto se requiere aportes suficientes de

aminoacidos (31).

Por otro lado la Tabla 8-3, muestra que el peso fetal es el mismo en ambos grupos,
al igual que la suma del peso de la placenta mas el peso fetal, lo cual sugiere que
la madre restringida subsidio la demanda proteinica por el feto o que el nivel de
restriccién no logra impactar en el peso, lo cual es factible, ya que investigaciones
previas han reportado que ratas madre sometidas a este modelo presentan
diferentes efectos en el peso al nacimiento de las crias incluyendo un decremento
(19), (42), (43), sin cambios (21), (44), o incremento (45), que muchos atribuyen al
nivel de restriccidbn proteinica y/o compensacién de carbohidratos en una dieta

isocaldrica.

El peso de placentas del grupo R es estadisticamente menor respecto al grupo C,
esto probablemente porque la placenta es capaz de generar cambios tanto en
estructura y funcion, como resultado de un cambio en la oferta de sustrato y
ambiente hormonal, lo cual puede impactar en diversas propiedades intrinsecas,
como el tamafio, estructura, superficie de intercambio y grado de vascularizacién
las cuales son determinantes para su funcién (68), y por tanto impactan

directamente en el feto.

Respecto a la evaluacion del efecto de la restriccion proteinica durante la gestacion
sobre el EOx, en los parametros determinados se observd una mayor
concentracion de MDA (principal LPO) en el suero materno del grupo R comparado
con el grupo C (Fig. 8-2), cuyas concentraciones indican un proceso de
lipoperoxidacién, causado por la superaciéon de la respuesta antioxidante de la rata
madre, lo cual es de gran importancia ya que la gestacion es uno de los periodos

de mayor plasticidad especialmente sensible a factores de estrés (80), (81).
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Asimismo este desbalance podria causar la liberacion de productos de
lipoperoxidacion a la circulacion, con el subsecuente dafio de las membranas de

células endoteliales, especialmente de la placenta.

Este aumento en el proceso de lipoperoxidacién puede deberse al doble reto que
implico la restriccién proteinica y la gestacion, ya que es un estado fisiologico
donde se forman dos productos, la placenta y el feto, lo cual exige una demanda
energética elevada y un incremento en los requerimientos de oxigeno, dando lugar
a un estado de EOx que surge por la intensa actividad mitocondrial de la placenta y
por consecuente aumento en la produccién de ERO, por lo que aun en el embarazo
normal se podria esperar un aumento de la carga pro-oxidante (79), lo que explica

los niveles de MDA en el grupo C (Fig. 8-2).

Este aumento en la produccion de MDA por el efecto de la dieta restringida,
corroboran lo sefialado por estudios previos que correlacionan el EOx con la
restriccion proteinica y que proponen que la deficiencia nutricional en proteinas y/o
micronutrientes, podrian impedir la capacidad celular antioxidante dado que las
proteinas proveen los aminoacidos necesarios para la sintesis de enzimas
antioxidantes (8) de igual forma la restriccion a la mitad de la cistina, dimero de dos
cisteinas, las cuales son necesarias para la sintesis de glutatién (73) podria causar
un desbalance que lleve a un estado de EOx, asimismo estd documentado que la
restriccién proteinica durante la gestacion afecta el metabolismo de lipidos en el
higado (51), lo cual puede generar la liberacion ERO por la lipoxigenasa al suero

materno.

Con respecto a la placenta, érgano que tiene una posicion clave y directa en la
programacion fetal (7); se observé que las correspondientes a los fetos H del grupo
R presentaron mayor actividad enzimatica de SOD y GPx (Fig. 8-3 C y Fig. 8-3 E);
asi mismo el analisis grupal muestra que las pertenecientes al grupo R presentaron
una mas alta actividad enzimatica estadisticamente significativa de SOD y GPx
comparadas con el grupo C (Tabla 8-4, Fig. 8-3D y Fig. 8-3F). Este aumento,
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puede explicarse como una respuesta del organismo por contrarrestar el EOx, que
impacta en la sobreexpresion y activacion del sistema antioxidante (105).

Se ha sefalado que la eficiencia del sistema antioxidante en la placenta es de gran
importancia ya que algunos autores opinan que la mayoria de las ERO son
permeables a la membrana y pueden atravesar la placenta hacia el feto (62); otros
proponen que las ERO al ser altamente reactivas tienen una vida Gtil muy corta de
nanosegundos, por lo tanto no se transfieren de la placenta al embrion en
desarrollo o al feto (85), sin embargo, ambas posturas coinciden en que los RL
hacen gran dafio al regular la expresion de receptores de citocinas en las células
del endotelio vascular, citotrofoblasticas y musculares lisas (85). Las ERO tales
como el oxido nitrico y el superoxido producido en las células de la placenta

pueden regular y también alterar el desarrollo placentario y su funcién (69).

Los resultados obtenidos son congruentes puesto que se observd también mayor
concentracion de MDA en las placentas de fetos H provenientes del grupo R, con
respecto a los fetos M del mismo grupo y al grupo C (Fig. 8-3 A), Por lo que los
fetos del grupo R, como se aprecia en la Fig. 8-3 B (Tabla 8-4) muestran una
concentracion de MDA significativamente mayor al grupo C, esto indica que el
desbalance antioxidantes oxidantes ha causado la lipoperoxidaciéon de las
membranas de células endoteliales, especialmente sensible a RL, como se
muestra en varias patologias de el embarazo, tal es el caso de la preeclampsia y

diabetes gestacional (62).

En este sentido nuestros resultados apoyan la postura que sefiala que en la
gestacion, un reto como lo es la restriccion proteinica, podria tener un efecto un
efecto subsecuente en la funcion de la placenta y por tanto en el crecimiento fetal y
en el desarrollo (7) como algunos autores han sefialado. Cabe destacar que en
este caso, el reto fue aplicado durante todo el periodo de gestacion pero retos

aplicados en la placenta a diferentes tiempos podrian dar diferentes efectos (9).
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Respecto a la determinacion de parametros en el higado, los resultados mostraron
mayor actividad enzimatica de la SOD en el grupo R (Fig. 8-4 D), entre los cuales,
los higados de fetos M presentaron una mayor expresion con respecto a su control
(Fig. 8-4 C), al igual que las H comparadas con el grupo C, pero estas con una
menor concentracion. De igual forma la actividad de la enzima GPx fue mayor en el
higado fetal del grupo R (Fig. 8-4 F), sin embargo en el caso de los higados de
fetos H provenientes del grupo R, fue mayor con respecto al grupo C (Fig. 8-4 E).
Por lo que hay que recordar que las enzimas pueden alterarse en funcion de la

demanda y la capacidad de respuesta.

Aunado a esto la lipoperoxidacion en higado fetal medida a través del MDA fue
mayor en los higados de fetos H provenientes del grupo R, con respecto a los fetos
My al grupo C (Fig. 8-4 A), dicho efecto se ve reflejado el andlisis por grupo ya que
los higados fetales del grupo R presentan mayor lipoperoxidacion respecto al grupo
C(Fig. 8-4 B), lo cual concuerda con los resultados de las enzimas antioxidantes,
gue en conjunto sugieren que a pesar de que el sistema antioxidante se desarrolla
con el avance de la edad gestacional, en los fetos del grupo R, hay cierta
susceptibilidad o inmadurez que los predisponen al ataque oxidante lo cual se
manifiesta con las alteraciones observadas respecto al grupo C, esto apoya la
postura de que las ERO embrionarias causan cambios metabdlicos embrionarios
que provocan una mayor produccion de ERO (85). Estos cambios metabdlicos
pueden ser iniciados por varios metabolitos maternos y la restriccion proteinica.
Siendo asi que cuando existe un desbalance oxidante como en la restriccion

proteinica, el feto puede sufrir dafio (85).

Estos datos coinciden con lo reportado previamente respecto al papel del higado
en el dafio por ERO (72); estudios recientes realizados en higado de embrion de
humano se observé una alta actividad de SOD, y un aumento con base en la
progresion de la gestacion, asi como una muy alta actividad de la GPx (62). Cabe

destacar que estos resultados mayores en la actividad enzimaticas del higado es

53



Universidad Nacional Autonoma de México

mas alta que en la placenta, por el hecho de ser 6rgano de detoxificacion del
cuerpo.

Los resultados analizados hasta el momento en el presente trabajo indican un
estado de adaptacion al EOx en el que aun el sistema antioxidante manifiesta una
sobreexpresion, sin embargo ya existe como tal el estrés que si continua
ocasionara un agotamiento de los antioxidantes de bajo peso molecular y la
reduccion de la actividad enzimatica, lo que resultara en lesiones de EOx que en el
embrion en desarrollo podria inducir a retraso del crecimiento, anomalias o la
muerte (87) (86).

Lo cual corrobora que la placenta y el feto son en gran parte vulnerables a la
toxicidad de las ERO, resultando en un numero de enfermedades obstétricas y
complicaciones en embarazos (62), y posiblemente en la programacion del
desarrollo.

Cabe destacar que las placentas y los higados de fetos H del grupo R, presentaron
mayor concentracion de MDA y mayor actividad enzimatica de SOD y GPx, en la
mayoria de los casos, por lo que estos resultados obtenidos en el presente trabajo
sugieren que el sexo femenino en el feto es un factor asociado a mayor dafio por
EOx tanto en la placenta como el higado fetal, probablemente por la influencia
hormonal, ya que en estudios previos resaltan que la malnutricion en etapas
perinatales provoca, disminucién de hormonas genéticamente establecidas para
regular el crecimiento del feto y entre otras consecuencias, una anormal
programacion de el eje hipotdlamo-pituitaria adrenal (HPA) (106); por otro lado
nuestro grupo de trabajo, ha reportado anteriormente, la elevacién de algunas
hormonas como la progesterona en las madres pertenecientes al grupo R (19) lo
cual puede impactar en los fetos, asi mismo la exposicion fisiolégica en exceso a
glucocorticoides programa a trastornos cardiovasculares, metabdlicos vy
neuroendocrinos en la vida adulta (93). Sin embargo dada la falta de informacién
en este sentido es necesario realizar mayor investigacion que permita corroborar y

explicar este hallazgo.
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Cabe destacar que el presente estudio es el primero en demostrar el efecto de la
restriccion proteinica materna durante 19 dG sobre el EOx en placenta e higado
fetal de rata Wistar. Asi como sugerir cierta influencia del sexo femenino del feto

como factor que favorece el dafio por EOx.
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10. CONCLUSION

La restriccion proteinica materna durante la gestacion incremento el dafio oxidante
en la madre asi como en la placenta y el higado fetal, lo cual sugiere al EOx como

un posible mecanismo de programacion negativa en el desarrollo del feto.
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PERSPECTIVAS

Evaluar el estrés nitrante en placentas e higado fetales.

Determinar el nivel al cual la dieta restringida materna afecta al feto,
mediante la cuantificacion de proteinas y grasa.

Evaluar el impacto de la restriccion al 50% de la cistina en las ratas
gestantes, en la sintesis del glutation (GSH).

Valorar el efecto de las hormonas sexuales como un posible factor que

favorece el dafio por EOx tanto en la placenta e higado fetal.
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12. ANEXOS

A. FUNDAMENTO DE LA CUANTIFICACION DE PROTEINA

Es un método colorimétrico basado en el cambio de absorbancia de 466 nm a 595
nm de una solucion &cida de Coomassie Brillant Blue G250 (contenida en el
reactivo de Bradford), cuyo fundamento es el vire del colorante que en presencia de
acido fosforico posee un color pardo a un color azul intenso por la interaccion

relativamente inespecifica entre el colorante hidrofobico y las proteinas (103).

B. FUNDAMENTO DE LA DETERMINACION DE MDA (TBARS)

La lipoperoxidacion es un mecanismo de dafio a la membrana celular mediado por
ERO, que provocan la destruccion de lipidos de membrana principalmente los
AGPI y la producciébn de sus peroxidos correspondientes, que conlleva a la
distorsién de su espacio hidrofébico y pérdida funcional; el grupo hidroperéxido en
el carbono alilico lleva a la ruptura de la cadena carbonada y a la formacion de
subproductos tales como el MDA y 4-HNE (104).

El método TBARS se basa en que el MDA a bajo pH y alta temperatura, reacciona
con el TBA formando un aducto TBA-MDA-TBA cromdgeno de color rojo que es
detectable por espectrofotometria 532 nm (107). EI homogeneizado se
desproteinizdé con TCA y para evitar la autoxidacion de acidos grasos no oxidados
se afiadié BHT (108).
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Fig. 12-1 Formacion del aducto TBA-MDA-TBA por la reaccién del MDA y el TBA a altas
temperaturas y condiciones 4cidas.

C. FUNDAMENTO: DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
SOD

La funcion de la enzima SOD es acelerar la dismutaciéon del radical téxico O,*,
producido durante un proceso oxidante energético, en perdoxido de hidrégeno y
oxigeno molecular. Este método emplea Xantina y XOD para formar el O,* los
cuales reaccionan con cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofebol)-5-fenil tetrazolio
(I.LN.T) para dar lugar a un colorante rojo formazan (72) (109).Se midio la actividad

de la SOD por el grado de inhibicion de esta reaccion.

Xantina ——»  Acido Urico + O,*

LN.T + 0,*” ——»Colorante de Formazan

O + SOD
202.- + 2H > 02 + H202

Fig. 12-2 Inhibicion de la formacion del rojo formazéan por la enzima SOD
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D. FUNDAMENTO: DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
GPx

La reaccion empleada en la determinacion de la actividad de la GPx se basa en el
acoplamiento de la reaccién catalizada por esta enzima (oxidacion de GSH por el
hidroperoxido de cumeno) a la reaccion catalizada por la enzima Glutation
Reductasa (GR) que consiste en la reduccion de la GS-SG con la concomitante
oxidacion de la NADPH a NADP™ (110) (111).

R
/
OOH

GPX GR

2GSH NADPH

GS-SG NADP*

OH

|
/
:
>_

CH,

+0,

-~

Fig. 12-3 La enzima GPx cataliza la reaccion de los hidroperéxidos lipidicos a sus
alcoholes correspondientes o bien la reduccion del peréxido de hidrégeno libre a agua,
con la concomitante oxidacién del NADPH a NADP™.
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