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Resumen 

RESUMEN 

Estudios en humanos y animales sugieren que, en algunos casos, la diabetes en la edad 

adulta puede programarse durante el desarrollo prenatal. Se ha demostrado que la 

interacción entre el ambiente prenatal y posnatal aumenta la susceptibilidad a desarrollar 

obesidad inducida por la dieta, desencadenando finalmente diabetes mellitus (DM) tipo 2. 

Una causa es el bajo peso al nacimiento (BPN), siendo uno de los principales factores que 

interviene en algunos problemas de salud a largo plazo y puede predisponer al organismo a 

desarrollar obesidad asociada a resistencia a la insulina y promover el desarrollo de DM 

tipo 2. 

En este contexto surge la pregunta: ¿De qué manera influyen la desnutrición prenatal y una 

dieta hiperlipídica en las alteraciones que ocurren a nivel del sistema nervioso central que 

producen cambios metabólicos asociados al desarrollo de DM tipo 2? Para intentar 

responder esta pregunta, este estudio fue diseñado para determinar los niveles de expresión 

del mRNA de algunos de los receptores que regulan la ingesta de alimento, serotonina (5-

HT1A) , grelina (GHSR-la) y neuropéptido Y (Yl), en el hipotálamo de crías nacidas de 

madres con restricción calórica. Asimismo examinamos si una dieta hiperlipídica después 

del destete puede alterar la expresión de los transcritos de estos genes como parte de la 

programación uterina que lleve al desarrollo de la DM tipo 2. Veinte hembras preñadas, con 

12 días de gestación, se dividieron en dos grupos: el grupo control (C) se alimentó ad 

libitum y al grupo con restricción de alimento (R) se le redujo la cantidad de alimento al 

50%, comparado con el grupo C. Las crías fueron amamantadas por sus madres hasta los 21 

días de edad posnatal. Después del destete, las crías del grupo C se alimentaron con dieta 

control y las crías del grupo R se alimentaron con una dieta hiperlipídica (60% lípidos, 20% 

carbohidratos, 20% proteínas). Para el estudio en cuestión se utilizaron de 6 a 10 machos 

para los grupos C y BPN para las edades de 2, 12 y 28 semanas. La evolución del peso 

corporal y la ingesta de alimento se registraron durante este periodo. Se realizaron pruebas 

de tolerancia a la glucosa y se midieron los niveles de insulina y grelina en plasma por 

ELISA, y 5-HT en hipotálamo por HPLC-EC. En el tejido hipotalámico se analizó la 
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expresión de genes por RT-PCR. Las crías del grupo BPN alimentadas con dieta 

hiperlipídica mostraron recuperación en el crecimiento a partir de las 2 semanas e 

hiperfagia a partir de las 4 semanas de edad en relación con el grupo C (p<0.05). A las 12 

semanas de edad, ambos grupos respondieron de manera normal a una carga de glucosa 

oral, pero a las 28 semanas de edad, el grupo BPN mostró concentraciones basales de 250 

mg/dL, así como intolerancia a la glucosa, comparado con el grupo C. No se encontraron 

modificaciones significativas en las concentraciones de insulina, grelina y 5-HT en ambos 

grupos. Los mRNA de los tres receptores evaluados aumentaron su expresión en el 

hipotálamo a las 2 semanas en el grupo BPN y disminuyeron a las edades de 12 y 28 

semanas. Asimismo, la expresión de los receptores GHSR-la y 5-HTI A disminuyó a las 28 

semanas de edad. 

Los resultados sugieren que los cambios adaptativos durante el desarrollo prenatal, en 

respuesta a la manipulación de la dieta materna, seguido de un ambiente nutricional 

hiperlipídico después del destete, pueden tener consecuencias a largo plazo sobre la 

regulación de la ingesta de alimento a nivel del sistema nervioso central, alterando el 

metabolismo y llevando al desarrollo de obesidad y DM tipo 2. 
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introducción y Antecedentes 

l. INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 

La diabetes mellitus (DM) es un desorden endocrino caracterizado por la disminución en la 

sensibilidad de los tejidos periféricos a la acción de la insulina y/o defectos en la secreción 

de la misma, lo que trae como consecuencia trastornos en el metabolismo de los 

carbohidratos, lípidos y proteínas, provocando finalmente la alteración directa o indirecta 

de los diversos aparatos o sistemas del organismo (ADA, 2004). La DM se clasifica en 

cuatro tipos principales: 1) La DM tipo 1 se caracteriza por la deficiencia absoluta de 

insulina debido a una alteración autoinmune y destrucción de las células ~ pancreáticas; 2) 

La DM tipo 2 es causada por una combinación de resistencia al efecto de la insulina, con 

una inadecuada respuesta compensadora; 3) La diabetes gestacional se caracteriza por 

hiperglucemia, que aparece en el curso del embarazo. Hay mayor riesgo en el embarazo y 

parto y puede desencadenar diabetes clínica; 4) Otros tipos específicos de diabetes, 

incluyen pacientes con defectos genéticos en la función de las células ~ pancreáticas; otros 

con defectos genéticos de la acción de la insulina; otros con patologías pancreáticas o 

endocrinopatías. También algunos fármacos o tóxicos pueden producir diabetes secundaria; 

agentes infecciosos y por último, algunas otras enfermedades como los Síndromes de 

Down, Klinefelter o Turner. En estos casos se habla de diabetes secundaria, mientras los 

tipo 1 y 2 son primarios. Del total de las personas con DM, el 90-95% presentan DM tipo 2 

(FMD, 2010). 

1.1 DM tipo 2 

La DM tipo 2 es causada por la combinación de resistencia a la acción de la insulina y una 

inadecuada secreción de ésta como respuesta compensatoria a la resistencia a la insulina. Es 

un grupo heterogéneo de pacientes, la mayoría obesos y/o con distribución de grasa 

predominantemente abdominal, con fuerte predisposición genética no bien definida 

(multigénica). La presencia de la obesidad incrementa el riesgo de desarrollar enfermedades 

crónicas, las cuales ocupan las principales causas de muerte, siendo la DM tipo 2 y la 

hipertensión las principales consecuencias de la obesidad (Taubes, 1998). 

1 
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1.1.1 Patogénesis 

La DM tipo 2 se caracteriza por la aparición de resistencia a la insulina. La secreción 

deficiente de la insulina y los defectos en la acción de la insulina frecuentemente coexisten 

en el mismo paciente (ADA, 2008). La resistencia a la insulina se define como un defecto 

en la transducción de la señal de esta hormona en diferentes tejidos diana; esta resistencia 

implica una menor capacidad de la hormona para ejercer sus efectos en los tejidos 

periféricos, tales como músculo, hígado y tejido adiposo. Esto provoca que en las células~ 

pancreáticas aumente la secreción de insulina, lo que causa hiperinsulinemia. Finalmente, 

las células ~ pancreáticas disminuyen su capacidad para mantener un nivel elevado de 

síntesis y secreción de insulina apareciendo la hiperglucemia postprandial, alteraciones de 

la tolerancia a la glucosa en ayuno y desarrollo de DM tipo 2. La hiperglucemia crónica por 

sí misma reduce la sensibilidad y la secreción de la insulina a través de mecanismos aún no 

bien conocidos, pero parte de ellos involucran a las células ~ pancreáticas con cambios 

quizá en la expresión de genes que codifican proteínas clave en la secreción de insulina 

(Polonsky et al. , 1988; DeFronzo et al., 1992; Kahn et al., 1993; DeFronzo, 2004). 

Por otra parte, en los pacientes obesos la producción de ácidos grasos libres (AGL) 

aumenta; esto ocasiona que disminuya la utilización de glucosa como fuente primaria de 

energía, disminuyendo su captación periférica, lo que condiciona la aparición de resistencia 

a la insulina e hiperinsulinismo secundario. Así, la obesidad está asociada con la generación 

de la resistencia a la insulina, llegando a producir DM tipo 2 (Reaven, 1988; Kahn et al. , 

2006). 

1.1.2 Epidemiología 

La DM tipo 2 se considera actualmente como uno de los principales problemas de salud a 

nivel mundial. La prevalencia en el año 2000 se estimó en 2.8% y para el 2030 será del 

4.4%. La Organización Mundial de la Salud (OMS) considera que el número de personas 

con DM tipo 2 se incrementará de 171 millones que había en el año 2000 a 366 millones en 

el 2030 (Wild et al. , 2004), habiendo actualmente más de 246 millones de personas con 

DM tipo 2 en todo el mundo (FMD, 201 O). La prevalencia de la DM en la población 
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mexicana es de 10.7% en personas entre los 20 y 69 años, fluctuando entre 6.5 y 10 

millones y se calcula que al menos 2 millones de personas no han sido diagnosticadas. Para 

2005 se calculó una incidencia de 400 mil nuevos casos por año (FMD, 2010). 

1.1.3 Factores de riesgo 

Los factores genéticos son importantes en el desarrollo de la resistencia a la insulina, ya que 

son similares entre familiares y dentro de grupos étnicos (Kahn et al. , 1993; Vaag et al., 

1995; Polonsky et al. , 1998; Mancillas et al., 2002). Asimismo, se presentan factores 

adquiridos o ambientales, como es el consumo de dietas hipercalóricas y poca actividad 

física (Heemskert et al. , 1995). Por lo tanto, variaciones en el estilo de vida, como 

disminución en la actividad física y aumento en la ingesta de alimento, están asociadas con 

cambios en la sensibilidad a la insulina, siendo la obesidad el factor de riesgo más crítico en 

enfermedades metabólicas (Oken y Gillman, 2003). 

De esta forma, el incremento en la incidencia de la DM tipo 2 se ha visto asociado en gran 

medida a la presencia de obesidad. La OMS define a la obesidad como una acumulación 

anormal o excesiva de tejido adiposo que puede ser perjudicial para la salud, su medición es 

a través del cálculo del Índice de Masa Corporal (IMC), siendo mayor o igual a 30 (Seidell, 

1999; Konturek et al. , 2005). En México la prevalencia de la obesidad en la población 

adulta, en la cifra obtenida a través de la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición 

(ENSANUT, 2006), fue de 30%, siendo mayor en mujeres (34.5%) que en hombres 

(24.2%); el problema se incrementa si se agrega el sobrepeso, siendo el 70% de la 

población afectada (SSA, 2007). Por lo tanto, es de interés en este trabajo conocer las 

condiciones y factores en el ambiente fetal y neonatal que pueden predisponer a 

enfermedades en la vida adulta, como es el desarrollar obesidad hasta DM tipo 2 (Oken y 

Gillman, 2003). 
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1.2 Bajo peso al nacimiento y recuperación del crecimiento o "catch-up 

growth" asociados a diabetes mellitus tipo 2 

La nutrición materna es uno de los principales determinantes del peso al nacer y del retardo 

en el crecimiento intrauterino (RCIU, peso al nacer para la edad gestacional <2.5 kg en 

neonatos a término) (Kramer, 1987; González-Cossío et al. , 1997). El crecimiento y 

desarrollo fetal e infantil constituyen los periodos de mayor plasticidad celular 

(diferenciación y maduración) en tejidos y órganos (Ozanne et al. , 2004), que son 

determinados por la exposición a factores ambientales, función útero-placentaria (Godfrey, 

2002), vulnerabilidad genética y ambiente intrauterino y posnatal en el que se desenvuelve 

el individuo (Charmandari et al., 2005). Cuando las circunstancias son óptimas, ninguno de 

estos factores es limitante en el crecimiento y desarrollo fetal. 

Una de las hipótesis para explicar este fenómeno es la del "fenotipo ahorrador", propuesta 

por Barker, fundamental para la perspectiva de curso de vida (Hales y Barker, 1992) 

(Figura 1 ). Este concepto se refiere a los mecanismos de adaptación que realizan los sujetos 

durante la vida intrauterina en un periodo crítico del desarrollo en que, para mantener la 

sobrevida frente a condiciones nutricionales adversas, disminuye la sensibilidad a la 

insulina, lo cual condiciona a individuos con RCIU o bajo peso al nacimiento (BPN) a 

presentar en la vida adulta DM tipo 2, dislipidemias e hipertensión, entre otras patologías 

(Jaquet et al., 2002) (Figura 2). 

El mecanismo biológico de esta asociación se basa en que la desnutrición uterina ocasiona 

deficiencia en la producción de células ~ pancreáticas, debido a la reducción en la 

concentración del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) en respuesta a la 

hipoglucemia fetal. Una vez fuera del ambiente materno, si las condiciones cambian y 

existe una sobreoferta alimentaria, los portadores de este fenotipo ahorrador, 

independientemente de la causa que determinó el retraso del crecimiento fetal , estarían en 

riesgo de desarrollar DM tipo 2 (Soto y Mericq, 2005). 
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Figura l. Hipótesis del fenotipo ahorrador. La exposición del organismo en desarrollo a un nivel bajo de 
nutrición promueve el ahorro metabólico con el fin de garantizar su supervivencia. En un entorno posnatal en el 
que los nutrientes son escasos, este ahorro metabólico continúa siendo un rasgo de supervivencia, pero si los 
nutrientes están presentes en exceso, el estado ahorrador promoverá la obesidad y el síndrome metabólico. 
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Figura 2. Mecanismos de adaptación fetal a la desnutrición intrauterina. El feto puede programar su metabolismo 
de tal forma que le confiera ventajas de supervivencia, condición que mantiene en la vida posnatal. 

El vínculo entre el BPN y el subsecuente desarrollo de intolerancia a la glucosa ha sido 

relacionado en diversas poblaciones. Estudios epidemiológicos han encontrado una 

asociación entre el BPN )' el incremento en el riesgo de desarrollar intolerancia a la glucosa 

y DM tipo 2 en -la vida adulta (Godfrey y Barker, 2001). Algunos estudios epidemiológicos 

retrospectivos originales fueron realizados en sujetos en la sexta década de vida y 

demostraron que las personas que presentaron BPN tienen mayor predisposición a 

desarrollar hipertensión arterial (Barker et al., 1989; Barker et al., 1990), DM tipo 2 (Hales 

et al., 1991 ), dislipidemia y obesidad (Barker et al., 1993). 

Una de las variables biológicas que más impacto tiene en el BPN es la capacidad de 

recuperación, dependiendo de la magnitud de la recuperación del crecimiento o "catch-up 

growth". En 1963, Tanner planteó una teoría para explicar la recuperación del crecimiento: 

sugirió que el organismo desarrolla una "representación" del crecimiento en el sistema 
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nervioso central (SNC) y es capaz de detectar las diferencias entre el crecimiento corporal 

programado y el alcanzado, desencadenándose los mecanismos para la recuperación del 

crecimiento (Wi y Boersma, 2002). 

1.3 Programación del desarrollo 

Durante el desarrollo en los mamíferos se reqmere establecer un grado de autonomía 

durante la vida fetal para conseguir independizarse y sobrevivir después del nacimiento. Sin 

embargo, pasa a través de periodos críticos durante los cuales puede ser influenciado por 

aspectos del ambiente intrauterino dependiendo, entre otros factores , de la nutrición y del 

metabolismo materno. Por lo tanto, el desarrollo de mecanismos homeostáticos es necesario 

para garantizar su existencia (Hoet y Hanson, 1999). El término programación se refiere al 

proceso mediante el cual estímulos o traumatismos aplicados durante periodos críticos o 

sensibles del desarrollo pueden tener efectos persistentes o duraderos en la estructura o 

función de un organismo, incrementando la susceptibilidad para el desarrollo de 

enfermedades en la vida adulta, como sucede en la desnutrición (Godfrey y Barker, 2000). 

La programación tiene mayor importancia durante etapas críticas del desarrollo, en las 

cuales existen periodos de máxima demanda de nutrimentos, como sucede en la última 

etapa de la gestación o al inicio de la lactancia. La aparición y la gravedad de diferentes 

condiciones mórbidas depende de la vulnerabilidad genética de los individuos, de la 

exposición a factores ambientales adversos y al periodo durante el cual el evento estresante 

ocurre (Charmandari et al. , 2005). La vida prenatal , la niñez y la adolescencia son periodos 

críticos que se caracterizan por un alto grado de plasticidad (Khazipov y Luhmann, 2006), 

por lo que la exposición a un estímulo estresante puede tener consecuencias de orden 

organizacional, causando alteraciones persistentes en la función del organismo. 

En muchas especies animales la influencia ambiental llega al feto a través de la circulación 

madre-placenta o a la descendencia, a través de la lactancia, desarrollándose así 

adaptaciones fisiológicas que incrementan la supervivencia del individuo en ese ambiente. 

Estas respuestas adaptativas predictivas (Gluckman y Hanson, 2004) no tienen un valor 

adaptativo inmediato, por lo que la adaptación es a largo plazo, con el objeto de garantizar 
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la supervivencia por lo menos hasta la edad reproductiva. Las respuestas adaptativas 

predictivas causan cambios persistentes en el funcionamiento del organismo, 

probablemente por procesos epigenéticos potencialmente transmisibles de una generación a 

otra. Siendo factores esenciales para la supervivencia de los individuos, es de esperarse que 

la nutrición, el metabolismo, el crecimiento, la reproducción y las respuestas al estrés sean 

los aspectos más sensibles a la programación. 

1.4 Modelos animales de diabetes asociados a bajo peso al nacimiento o 

retardo en el crecimiento uterino 

Existen estudios en modelos animales que se han relacionado a nivel fisiológico y 

molecular entre la DM tipo 2-RCIU y la DM tipo 2-BPN derivado del ambiente fetal. La 

restricción calórica materna del 50% en ratas, a los 15 días de gestación, causa en las crías 

BPN así como disminución en el número de islotes de Langerhans, disminuyendo por tanto 

la cantidad de células P pancreáticas, mostrándose desde el primer día posnatal (Garofano 

et al., 1999). 

Asimismo, la restricción calórica del 70% durante la gestación en ratas lleva al RCIU en las 

crías, además de hipertensión, hiperinsulinernia e hiperfagia en la vida adulta (Vickers et 

al. , 2000). Los primeros estudios en este modelo examinaron el desarrollo del páncreas, 

encontrándose disminución en la masa de los islotes, pérdida de vascularización y bajo 

contenido de insulina. Estos islotes también mostraron defecto en la secreción en respuesta 

a la glucosa y aminoácidos en la vida fetal, así como daño en la secreción de la insulina en 

la vida adulta (Merezak et al., 2004); a los 15 meses de edad mostraron intolerancia a la 

glucosa y a los 17 meses DM tipo 2 (Ozanne et al. , 2003). 

Por otra parte, en el modelo de insuficiencia útero-placentaria, que consiste en ligar ambas 

arterias uterinas para disminuir el flujo sanguíneo hacia el feto y por lo tanto restringir el 

aporte de nutrientes, las crías mostraron disminución de los niveles de IGF-1 en la vida 

posnatal, crecimiento acelerado, intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina, 
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disminución de las células ~ pancreáticas; a los 6 meses de edad, desarrollo de obesidad, 

hiperglucemia, hiperinsulinemia y DM tipo 2 (Simmons et al. , 2001). 

De la misma manera, las crías nacidas de madres con restricción de proteínas durante la 

gestación presentan disminución del 15% en el peso al nacer, en comparación con crías 

control. En este modelo, la restricción del crecimiento se origina por la restricción de 

proteínas en una dieta isocalórica durante la gestación, la cual se compone de 8% de 

proteínas comparado con el 20% de la dieta del control (Femández-Twinn et al. , 2003). 

Además, estudios recientes en diversos modelos han mostrado que el vínculo entre BPN y 

desórdenes metabólicos pueden ser causados por una exposición excesiva de 

glucocorticoides in utero. Las madres tratadas con dexametasona durante la preñez 

provocan en la descendencia BPN, hiperglucemia, hiperinsulinemia e hiperactividad del eje 

hipotálamo-hipófisis-adrenal (Doyle et al., 2003). 

Por otro lado, el BPN no se observa en crías de madres alimentadas con una dieta 

hiperlipídica, sin embargo, las crías tienen mayor riesgo de padecer enfermedades 

cardiovasculares y DM tipo 2, ya que también aumenta el riesgo de desarrollar 

hiperinsulinemia y mayor adiposidad (Khan et al. , 2005). 

1.5 Áreas hipotalámicas involucradas en la regulación del balance 

energético. Control neuroendocrino de la alimentación. 

Se ha propuesto que la regulación del peso corporal se debe a la interacción entre el tejido 

adiposo y el SNC. En particular, el área cerebral que participa en la regulación de la ingesta 

de alimento es el hipotálamo, siendo el área hipotalámica lateral (LHA) (Bemardis y 

Bellinger, 1996), considerada como el centro del "hambre o alimentación" . Por su parte, el 

núcleo ventromedial hipotalámico (VMH) es considerado el centro de la "saciedad" 

(Dockray, 2003). Además, el núcleo paraventricular (PVN) y el núcleo arcuato (ARC) son 

áreas en donde diversas hormonas, liberadas del estómago y del tejido adiposo, convergen 

para regular la ingesta del alimento y la homeostasis del gasto energético (Funahashi et al. , 

2000) (Figura 3). 
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Figura 3. Regulación central de la ingesta de alimento en el hipotálamo. La grelina, liberada del estómago vacío, 
activa neuronas que sintetizan NPY y AgRP en el ARC para estimular la ingesta de alimento y promover la 
ganancia de peso corporal. Por su parte, la leptina, que es liberada por el tejido adiposo, regula el sistema 
responsable de la saciedad, inhibiendo la ruta grelina-NPY/AgRP y propiciando la pérdida de peso corporal. 
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En el ARC hay dos tipos distintos de neuronas que son importantes en el control de la 

ingesta: las neuronas que sintetizan proopiomelanocortina (POMC), activadas por 

hormonas anorexigénicas y que liberan la hormona estimulante de melanocitos alfa (a­

MSH) en ~1 -centro de la saciedad y las neuronas activadas por los péptidos -orexigénicos, 

tales como la grelina, que liberan al neuropéptido Y (NPY) y a la proteína relacionada con 

Agouti (AgRP) en el centro del hambre (Currie et al., 2005) (Figura 4). Asimismo, e1 ·NPY 

y el AgRP se expresan en el área medial del ARC (Hahn et al. , 1998), mientras que la 

POMC y -el transcrit-o regulado por anfetamina y cocaína (CAR T) lo hacen -en el área lateral 

del mismo núcleo (Elias et al. , 1998). 

I 
.• .?OSO 
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Figura 4. Interrelaciones entre diversos péptidos reguladores del apetito y sus principales sitios de síntesis y 
acción. En la parte superior se muestra la ubicación de los núcleos hipotalámicos involucrados en la regulación 
del apetito. La parte inferior muestra los órganos periféricos y sus neuropéptidos secretados. Las flechas negras 
indican un efecto estimulador y las flechas rojas indican un efecto inhibidor de péptidos periféricos, tanto en los 
núcleos hipotalámicos como en la secreción de neurapéptidos. NJ'S: núcleo del tracto solitario, DMH: núcleo 
hjpotalámico dorsomedial, TRH: hormona liberadora de tirotroyina. 
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El ARC integra respuestas aferentes de los nervios, principalmente a nivel vaga! y humoral, 

tales como los péptidos orexigénicos grelina y orexinas. Las orexinas son producidas en el 

LHA, por lo que tienen una relación directa con el centro de la sensación del hambre y, por 

consiguiente, con la regulación del apetito. Las orexinas se clasifican en Orexina A y 

Orexina B, y se ha observado que tienen una influencia directa en la obesidad (Rodgers et 

al. , 2002). 

1.6 La grelina en el control de la conducta alimenticia 

La grelina es una hormona secretada en el estómago (Kojima et al. , 1999; Rindi et al. , 

2004) y está implicada en procesos patológicos como la obesidad (Rubino et al. , 2005). La 

grelina se secreta aproximadamente una o dos horas antes de comer y su concentración 

alcanza su pico máximo justo antes de comer, disminuyendo drásticamente una hora 

después, lo que implica su papel en la percepción del hambre (Cumrnings et al. , 2001 ). El 

contenido de grelina en el SNC es bajo (Hosoda et al., 2000), sin embargo, por medio de 

análisis inmunohistoquírnico se han identificado neuronas productoras de la hormona en el 

ARC (Kojima et al. , 1999). 

Se ha propuesto que la secreción de grelina a nivel periférico se encuentra inhibida en la 

obesidad, pero se revierte después de la disminución de peso (Micic et al., 1999). Se 

postula que esta disminución de los niveles de grelina responde a un estado adaptativo ante 

una situación de balance energético positivo crónico (Hansen et al. , 2002). Así, la grelina 

estimula la ingesta de alimento y se correlaciona de manera inversa con el peso corporal. A 

la vez, sus concentraciones se elevan en sujetos que se someten a procesos de pérdida de 

peso (Curnmings et al. , 2002). 

La administración intracerebroventricular (ICV) de grelina favorece el incremento en la 

expresión del mRNA tanto del NPY como de AgRP, y la administración previa de 

anticuerpos y antagonistas del NPY inhiben en forma significativa la ingesta inducida por 

grelina (Nakazato et al. , 2001). Dado que la administración de grelina no modifica la 

expresión del mRNA de POMC, los efectos orexigénicos dependientes de grelina se 
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encuentran mediados por la respuesta de las neuronas que expresan NPY y AgRP en el 

ARC. 

1.6.1 Acción de la grelina mediada por el receptor GHSR-la 

Cuando la grelina se administra de manera directa en el SNC, las neuronas expresan en 

forma muy temprana factores de transcripción, en especial en las zonas encargadas de 

regular el apetito, tales como el ARC y VMH (Nakazato et al. , 2001), lo que sugiere que la 

grelina puede contribuir a la homeostasis energética regulada por vía central. Esta 

distribución coincide con la del receptor de grelina (receptor secretagogo de la hormona del 

crecimiento, GHSR-la) (Guan et al., 1997). El mRNA del GHSR-la se expresa en el 94% 

de las neuronas del ARC que expresan NPY, 8% de las células que expresan POMC, 30% 

en aquellas que expresan somatostatina y en 20-25% de células que expresan mRNA de 

hormona liberadora de hormona del crecimiento (GHRH) (Willesen et al. , 1999). Además, 

la grelina y el GHSR-1 a se expresan en los islotes pancreáticos y la grelina inhibe la 

liberación de insulina inducida por la glucosa (Kageyama et al. , 2005). 

1.7 El NPY en la regulación del apetito 

El NPY es un péptido orexigénico que se sintetiza en neuronas del ARC (Tatemoto y Mutt, 

1980; Tatemoto et al. , 1982; Clark et al. , 1984; Stanley y Leibowitz, 1984). La 

administración ICV del NPY da como resultado hiperfagia y aumento del peso corporal 

(Stanley et al. , 1986; Zarjevski et al. , 1993); disminuye el gasto de energía, estimula 

episodios de alimentación y aumenta la ingesta de alimento, la duración y la frecuencia de 

la misma (Bivens et al. , 1998). Así, el NPY es considerado un regulador importante del 

balance energético (Kanatani et al. , 2001). En el PVN, el NPY estimula la ingesta de 

alimento con efecto preferencial sobre la ingesta de carbohidratos, efecto demostrado al 

inyectar NPY en el PVN (Stanley et al. , 1989). Cuando el NPY es inyectado 

continuamente, se estimula tanto la ingesta de dietas altas en carbohidratos como dietas 

altas en lípidos, aunque el efecto sobre la ingesta de lípidos es corta (2 días), mientras que 
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la ingesta de carbohidratos se observa aún después de los 9 días de la inyección (Beck et 

al. , 1992). 

Actualmente se han descrito cinco subtipos distintos de receptores del NPY (Yl, Y2, Y 4, 

Y5 , Y6). De éstos, el receptor Yl tiene un papel importante en la regulación del consumo 

de alimento (Blomqvist y Herzog, 1997; Kanatani et al., 2001 ), mientras que el receptor Y 5 

no sólo media la respuesta al alimento (Hwa et al., 1999), sino también contribuye a la 

homeostasis de la energía (Mashiko et al. , 2003).Esto sugiere que el NPY es más 

importante en el estímulo de la ingesta cuando las reservas energéticas están gravemente 

comprometidas, es decir, cuando se reducen las señales de adiposidad. Lo anterior implica 

que la alimentación inducida por el NPY está mediada por la interacción de más de un 

receptor (Iyengar et al. , 1999). 

1.8 El papel de la leptina en el balance energético 

Otra hormona que participa en el control de la alimentación es la leptina, la cual se expresa 

en el tejido adiposo y presenta concentraciones proporcionales a la masa de adipocitos. La 

administración periférica de leptina causa reducción en la ingesta de alimento, disminución 

del peso corporal e incremento en el gasto energético, efecto que es opuesto al de la grelina, 

(Friedman y Halaas, 1998). Esos efectos son mediados por la inhibición de las neuronas 

orexigénicas y estimulación de las neuronas anorexigénicas (Sahu, 2003). Así, la leptina 

inhibe la ingesta dependiente de grelina, la cual revierte en forma sustancial los efectos 

anorexigénicos de la leptina, indicando que la grelina puede antagonizar la acción de la 

leptina en la regulación del sistema NPY-AgRP (Hosoda et al. , 2002). Otras hormonas que 

tienen efecto anorexigénico, además de la leptina, son: colescistocinina (CCK), péptido YY 

(PYY), oxintomodulina y otras que ejercen un papel fisiológico en la regulación de la 

saciedad (Bray, 2000). 

Se ha observado que en la obesidad existe un defecto en el receptor de leptina en el SNC; 

por ese motivo, el transportador de leptina se satura y no hay paso al cerebro, lo cual 

favorece la obesidad. Esto se llama síndrome de resistencia a la leptina. Aunque no se 
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conoce con exactitud el mecanismo responsable, diversos trabajos sugieren la posibilidad 

de que la leptina ejerza este efecto a nivel cerebral a través de mediadores como el NPY, la 

a-MSH, el AgRP o la hormona liberadora de corticotropina (CRH), entre otros. 

1.9 Inactivación de la grelina por acción de la leptina en neuronas que 

sintetizan NPY 

Las neuronas que sintetizan NPY en el ARC son el principal sistema a través del cual la 

grelina ejerce sus efectos orexigénicos y la leptina sus efectos anorexigénicos. La forma de 

cómo interactúan estas dos hormonas y cuáles son los mecanismos de señalización en 

neuronas que sintetizan NPY aún no ha quedado establecido. Sin embargo, se han 

determinado posibles mecanismos de señalización de la grelina y la leptina, así como su 

interacción con neuronas que sintetizan NPY del ARC. En un estudio realizado con ratas, 

se aislaron neuronas del ARC y se monitoreó su actividad midiendo las concentraciones de 

calcio citosólico ([Ca2+]¡). El [Ca27¡ aumentó en neuronas productoras de NPY después de 

la administración de grelina; este incremento fue suprimido por inhibidores de fosfolipasa 

C (PLC), adenilato ciclasa (AC) y AMP cíclico ( cAMP). La coadministración de leptina 

causó supresión del [Ca2+]¡ inducida por grelina en neuronas del ARC. Estos resultados 

indican que la gran mayoría de la actividad de la grelina es inhibida por la leptina en el 

ARC en neuronas que sintetizan NPY (Kohno et al. , 2007) (Figura 5). 

Actualmente los sistemas de neurotransmisión y neuropéptidos con efecto orexigénico y 

anorexigénico a nivel SNC son objeto de un amplio estudio, ya que los mecanismos de 

neurotransmisión que participan en el control de la ingesta de alimento son aún 

desconocidos (Spiegelman y Flier, 2001). 
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Figura 5. Modelo propuesto para la señalización "cross talk " entre la grelina y la leptina en neuronas NPY del 
ARC. La grelina incrementa el [Ce/+]; por mecanismos dependientes de las rutas adenilato ciclasa-cAMP-PKA y 
PLC. La leptina suprime el incremento de [Ca1J; inducido por la grelina a través de la ruta Pl3K y la ruta 
mediada por PDE3. Esta interacción puede jugar un papel importante en la regulación de la actividad de 
neuronas NPY, por lo tanto, en el comportamiento alimenticio. PKA: proteína cinasa A, P/3K: fosfoinositol 3 
cinasa, PDE3:fosfodiesterasa 3. 

1.10 Vía serotoninérgica en la regulación de la alimentación 

Un sistema de neurotransmisión involucrado en el control de la alimentación es el sistema 

de serotonina (5-HT). La 5-HT es el principal mediador inhibidor del PVN, que regula la 

saciedad. Este efecto es altamente específico para los carbohidratos y requiere ca-factores 

centrales y periféricos para tener efecto sobre la ingesta de otros nutrientes (proteínas y 

lípidos). La hiperserotoninergia produce anorexia y la hiposerotoninergia conduce a un 

aumento de peso (Kaye et al. , 1984; Kaye et al. , 2005). 

En el núcleo dorsal del Rafé tienen efecto fármacos utilizados para el tratamiento de la 

obesidad, tales como dexfenfluramina y sibutramina, debido a que este sistema ha sido 

implicado en la percepción de la saciedad, estimándose que la 5-HT proporciona un 
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mecanismo viable para el control del peso corporal (Halford et al. , 2007). Los estudios con 

fármacos agonistas y antagonistas, así como la investigación en animales genéticamente 

modificados, ha permitido saber que, de los 14 subtipos de receptores serotoninérgicos, 

sólo los subtipos 5-HT1A, 5-HT18, 5-HT28, 5-HT2c y 5-HT6 son de interés en el estudio de 

la regulación de la ingesta de alimento. Sin embargo, los mecanismos fisiopatológicos 

implicados en un estado de obesidad que lleva al desarrollo de DM tipo 2 aún no se 

conocen (Dourish, 1995; Vickers y Dourish, 2004). 

El mantenimiento de la homeostasis energética reqmere de señales serotoninérgicas 

intactas. Hallazgos recientes determinaron que la leptina aumenta el recambio de 5-HT, lo 

que implica que al menos una parte del efecto reductor del peso corporal por la leptina está 

mediado por 5-HT. Algunos estudios han sugerido que un aumento en la señal del receptor 

5-HT2c suprime la ingesta de alimento, mientras que fármacos antagonistas tienen un efecto 

opuesto (Xu et al. , 2008) (Figura 6). 

Se ha sugerido que el aumento en la estimulación de los receptores presinápticos 5-HT1A 

tiene efecto orexigénico, ya que los agonistas con acción directa 5-HT1A producen 

disminución de la liberación de 5-HT, lo cual puede ser la causa del aumento en la ingesta 

de alimento. La disminución del metabolito ácido 5-hidroxiindol acético (5-HIAA) en el 

líquido cefalorraquídeo es un marcador de las disorexias (anorexia-bulimia-alcoholismo). 

En ratas alimentadas con una dieta alta en grasas ( 40%) durante una semana, disminuye la 

liberación de 5-HT y aumenta el catabolismo de 5-HT, con una producción mayor de 5-

HIAA, tanto en hipotálamo como en hipocampo. Sin embargo, con la misma dieta durante 

6 semanas, se bloquea completamente la liberación de 5-HT, pero sin cambios en el 5-

HIAA. Además, se ha observado hiperleptinemia y aumento en el sustrato del receptor de 

insulina (IRS) 1 y 2. Lo anterior demuestra la participación de la 5-HT en la modulación de 

la ingesta de alimento (Blundell et al. , 1995). 

En este trabajo se considera importante determinar las alteraciones en la expresión del 

receptor 5-HT1A en el transcurso del desarrollo de la DM tipo 2, cursando por recuperación 

del crecimiento y obesidad en individuos desarrollados en un ambiente intrauterino con 
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restricción de alimento y con BPN, ya que la regulación de la liberación de 5-HT y fa 

regulación de la ingesta de alimento mediante 5-HT inhiben la pr-oducción de NPY en -el 

hipotálamo (Banas et al., 2009). 

ARC 

SACIEDAD 

r 
·Blancos centrales 

:'"JJeriféricos 

i 
Rfeclo -MC4R 

auomtco 

/ 
SHT;zcR 

t 
Agonistas -Biodisponibilidad Agonistas 

Figura 6. Modelo propuesto para la modulación de la ingesta de alimento a través de la vía serotoninérgica. El 
aumento de la biodisponibilidad de 5-HI' (debido a la ingesta de alimento o a compuestos farmacológicos 
como fenjluramina o sibutramina) o por agonistas de receptores 5Hl'2c y 5Hl'JB modula el disparo de neuronas 
que sintetizan POMCICARTy AgRPINPY en el ARC. La 5-Hl' a través del receptor 5-HI'ic despolariza neuronas 
POMC anorécticas, provocando la liberación de a-MSH, que a su vez activa a neuronas de segundo orden que 
expresan el receptor 4 de melanocortina (MC4R) principalmente en el PVN. La activación concomitante del 
r-eceptor 5HTJB expresado en neuronas orexigénicas que sintetizan AgRPINPY en el ARC causa la 
hiperpolarización de la membrana, con la subsiguiente inhíbición de la Jíberación de neuropéptidos. La 5-Hl' 
inhibe la liberación de AgKP/NPY mediante la activación de receptores 5JffJB, potenciando así la anorexigénesis 
a través de las neuronas POMCICART, lo que promueve la señalización neuroendocrina de la saciedad y el cese 
de la ingesta de alimento. 
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2. JUSTIFICACIÓN 

Se ha establecido que la función de un órgano o un tejido específico puede ser programada 

in utero por efecto de un estímulo en etapas fetales o neonatales, lo que se ha definido 

como programación del desarrollo. La restricción del alimento en la etapa fetal de un 

organismo induce cambios neuroendocrinos que desencadenan una mayor ingesta de 

alimento en la vida posnatal, programando así procesos metabólicos alterados en la vida 

adulta. Los mecanismos orexigénicos involucrados en el control de la alimentación a nivel 

de hipotálamo en individuos con recuperación del crecimiento hasta la vida adulta son 

determinantes para el desarrollo de obesidad, estado en el cual se desencadena resistencia a 

la insulina secundaria a una hiperglucemia, lo que lleva a desarrollar DM tipo 2 (Reaven, 

1988; Montemayor y Montes, 2004; Kahn et al. , 2006). En este contexto surge la siguiente 

pregunta: ¿De qué manera influyen la desnutrición prenatal y una dieta hiperlipídica en las 

alteraciones que ocurren a nivel del sistema nervioso central que producen cambios 

metabólicos asociados al desarrollo de DM tipo 2? Para poder contestar esta pregunta, en el 

presente trabajo se utilizó a la rata como modelo biológico para evaluar los cambios en las 

concentraciones de hormonas reguladoras de la ingesta de alimento, como es la grelina y la 

insulina, así como su relación con el sistema serotoninérgico. Asimismo, se evaluó la 

expresión de los receptores 5-HT1A, GHSR-la y Yl durante la etapa neonatal, juvenil y 

adulta, como parte de la programación uterina después de presentar BPN. Evaluar estos 

cambios en etapas tempranas del desarrollo permitirá conocer las posibles alteraciones a 

nivel central que inciden en el metabolismo y que lleven al desarrollo de DM tipo 2 en la 

vida adulta, ya que el desarrollo y crecimiento en la etapa neonatal constituye el periodo de 

mayor plasticidad celular. 
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3. HIPÓTESIS 

La desnutrición prenatal , seguida del crecimiento recuperado posnatal y una dieta 

hiperlipídica, causa alteraciones metabólicas que culminan en obesidad y DM tipo 2 en la 

vida adulta. Esto a través de mecanismos que implican aumento en la expresión de 

receptores orexigénicos (GHSR-la, Yl) y anorexigénicos (5-HT,A) a nivel central, así 

como aumento en los niveles de sustancias orexigénicas (grelina) y disminución de las 

anorexigénicas (5-HT), con aumento en los niveles de insulina. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

Demostrar que el desarrollo de DM tipo 2, asociado con BPN y dieta hiperlipídica posnatal, 

depende de la desregulación de hormonas, de péptidos orexigénicos y de neurotransmisores 

en el cerebro de rata. 

4.2 Objetivos particulares 

1. Inducir obesidad y DM tipo 2 en ratas a través de un modelo de bajo peso al 

nacimiento generado por restricción calórica durante la gestación y suplementado con 

una dieta hiperlipídica posnatal. 

2. Evaluar el peso corporal y los cambios metabólicos (glucosa, colesterol, triglicéridos, 

HDL, urea, creatinina y nitrógeno ureico) en el modelo de estudio. 

3. Realizar pruebas de tolerancia a la glucosa y evaluar la resistencia a la insulina en la 

edad adulta (12 y 2~ semanas). 

4. Cuantificar mediante RT-PCR la expresión de los receptores 5-HT1A, GHSR-la y Yl 

en hipotálamo del modelo experimental de DM tipo 2 en edad neonatal y adulta. 

5. Cuantificar la concentración de 5-HT en el hipotálamo, así como la concentración 

plasmática de insulina y de grelina en ratas en edad neonatal y adulta, así como con 

DM tipo 2. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 Animales de experimentación 

Se utilizaron ratas de la cepa Sprague Dawley, 20 machos y 20 hembras nulíparas de 3 

meses de edad, con un peso de 200-250 g. Los animales se mantuvieron en el bioterio 

perteneciente al CMN SX:XI-IMSS. 

Las ratas se dejaron en un periodo de aclimatación en su caja habitación durante 2 semanas. 

Se mantuvieron en condiciones estándar de bioterio, temperatura ambiente (TA) de 22±2° 

C, humedad relativa de 60%, ciclos normales de luz-oscuridad de 12 horas (la luz se 

encendió a las 07:00 horas). El alimento y agua fueron ad libitum. 

Cada hembra se colocó con un macho de fertilidad probada. En los días posteriores se 

determinó el primer día de gestación, ya sea por frotis vaginal verificando la presencia de 

espermatozoides o identificando el tapón vaginal. Las hembras en gestación se asignaron 

aleatoriamente a los distintos grupos de trabajo. 

5.2 Aspectos éticos 

El protocolo fue sometido a evaluación por el Comité de Ética a Nivel Nacional del CMN 

SXXI-IMSS. Las ratas de experimentación se trataron de acuerdo a las normas 

internacionales de cuidados y manejo en animales de experimentación (American 

Veterinary Medica! Association, 2001 ), los cuales estuvieron en vigilancia en el Bioterio 

del CMN SXXI-IMSS de acuerdo con las disposiciones generales del Reglamento de la 

Ley General de Salud y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 

(Especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales de 

laboratorio). 

Los animales tuvieron un área asignada bajo las condiciones ambientales de control de 

temperatura, humedad relativa del 60% y ciclos de luz-oscuridad (Capitulo 6, NOM-062-
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ZOO-1999). Las hembras en gestación se colocaron en jaulas individuales (Capítulo 5, 

NOM-062-ZOO-1999). Al comienzo de la segunda semana de gestación al grupo 

experimental se le restringió el alimento al 50% respecto del grupo Control, la ingesta de 

agua fue ad libitum (5.1.3.1 , NOM-062-ZOO-1999). Al nacimiento de las crías, las madres 

con restricción alimentaria fueron nuevamente alimentadas ad libitum, para evitar que al 

nacimiento de sus crías se las comieran. La eutanasia que se realizó a los animales fue por 

el método físico de decapitación, ya que mediante este método se obtiene el tejido cerebral 

íntegro sin influencia de fármacos anestésicos (Capitulo 9, de la NOM-062-ZOO-1999). El 

manejo con respecto a la disposición final de productos biológicos se determinó de acuerdo 

con lo establecido en la NOM-087-ECOL-1995 . 

5.3 Tipo de alimentación 

Se empleó la dieta control "Formulab diet 5008" (Agribrans Purina México, S.A. de C.V.) 

para determinar el grupo control y experimental de las ratas madre. Para los grupos 

experimental y control de las crías se empleó una dieta hiperlipídica (HL, alimento BASAL 

PURIFIED DIET W/60% ENERGY FROM FAT, BLUE, de la marca LabDiet dieta 

especial TESTDIET, clave 58G9) y la dieta 5008, respectivamente (Tabla 1). 

Tabla l. COMPOSICIÓN QUÍMICA DE LA DIETAS 

COMPOSICION Dieta control Kcal/% Dieta hiperlipídica Kcal/% 
QUÍMICA mg¾ (HL) (mg¾) 

Proteínas 23.5 26.85 26.2 20 

Grasas 6.5 16.71 34.9* 60 

Carbohidratos 38.32 56.44 26.3 20 

Total 100 100 

Kcal/g 4.15 5.24 

* Análisis de colesterol en manteca de cerdo= 0.95 mg/g. 

23 



Material y Métodos 

Dieta control 

Vitaminas: caroteno, vitamina K, riboflavina, macma, ácido pantoténico, ácido fálico, 

piridoxina, biotina, vitamina B12, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, ácido ascórbico. 

Minerales : calcio, fósforo , potasio, magnesio, azufre, sodio, cloro, flúor, hierro, zmc, 

manganeso, cobre, cobalto, yodo, cromo, selenio. 

Carbohidratos: almidón, glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa. 

DietaHL 

Vitaminas: vitamina K, tia.mina, riboflavina, niacina, ácido pantoténico, cloruro de colina, 

ácido fálico, pirodoxina, biotina, vitamina B 12, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, ácido 

ascórbico. 

Minerales: calcio, fósforo , potasio, magnesio sodio, cloro, flúor, hierro, zinc, manganeso, 

cobre, cobalto, yodo, molibdeno, selenio. 

Carbohidratos: sacarosa. 

5.4 Inducción de desnutrición materna 

A los 11 días de gestación las hembras se dividieron en dos grupos: el grupo control (C) y 

el grupo con restricción del alimento (R). Al grupo C se le colocó una cantidad de alimento 

conocida en gramos; al día 12 de gestación se midió la diferencia de alimento consumido y 

a partir de éste se alimentó al grupo R con el 50% de alimento consumido por el grupo C. 

Ambos grupos se alimentaron con la dieta control. La ingesta de agua fue ad libitum. A 

ambos grupos se les evaluó el peso corporal al inicio de la gestación, así como antes y 

después del tratamiento con la dieta, para verificar la desnutrición materna ( considerándose 

una disminución de 10% del peso corporal como desnutrición) (Figura 7). 
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5.;5 Manejo de tas crías at nacimiento 

Al nacimiento de las crías, las madres del grupo R fueron alimentadas de manera normal. 

Las -crías fueron pesadas y seleccionadas por sexo. Se homogeneizaron en camadas de 8-9 

en cajas separadas por camada y se alimentaron por lactancia hasta los 21 días de edad 

posnatal. Para este estudio se seleccionaron los machos. Después del destete -los machos del 

grupo C se alimentaron con la dieta control y los machos del grupo R se alimentaron con la 

dieta HL. 

Para el estudio en cuestión se utilizaron 60 ratas, conformando el grupo C de 30 ratas y el 

grupo product-o de la .desnutrición materna {BPN) de 30 ratas. En -cada grupo se hicieron 3 

cortes de edad (2, 12 y 28 semanas de edad, n=6-10 para cada subgrupo). La ingesta de 

alimento se registró diariamente y el peso corporal fue medido semanalmente durante el 

experimento, considerando un aumento de 20% del peso corporal como obesidad (Figura 

7). 

GESTACIÓN 

MADRES 

Al,mentaci~~ upo C/ 

ad libitum / ,--

[ NACIM- IE-N-TO­

de alimento) 

Lactancia 

Control ~ +-

Destete 
(Dieta control) 

CRÍAS 
Lactancia 

Sacrificio __. 1 BPN 
2 sem,rnas ? 

Destete 
(Docta h1perhpíd1ca) 

Control +- 12 semanas __. BPN+HL 

Contro·I +- 28 semanas __. BPN+HL 

Figura 7. Diseño experimental. 
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5.6 Prueba de tolerancia a la glucosa y determinación de parámetros 

bioquímicos 

A los grupos control y BPN+HL de 12 y 28 semanas de edad se les realizó la prueba de 

tolerancia a la glucosa. Para ello se les administraron 2 g/kg de peso de glucosa por vía oral 

con ayuno previo de 12 horas. Se obtuvieron muestras de sangre de la vena de la cola de 

cada uno de los animales. Las concentraciones de glucosa se determinaron cada 30 min 

postcarga durante 2 horas empleando un glucómetro (Micro-Draw Advanced). 

A los grupos control y BPN+HL de 28 semanas de edad se les determinaron las 

concentraciones de colesterol total, triglicéridos, lipoproteínas de alta densidad (HDL), 

urea, creatinina y nitrógeno ureico en plasma obtenido después de centrifugar las muestras 

sanguíneas a 1 792 x g (4 000 rpm) durante 15 mina 4° C. Para esto se utilizaron métodos 

enzimáticos y colorirnétricos (Anexo 11.1 y 11.2). Las concentraciones se determinaron en 

un analizador Hitachi. 

5.7 Obtención de plasma y tejidos de los grupos de trabajo 

Una vez que las ratas tuvieron las edades de corte (2, 12 y 28 semanas de edad), fueron 

sometidas a 12 horas de ayuno con la finalidad de estar en el punto de equilibrio de los 

sistemas; se sacrificaron por decapitación, se recolectó la sangre en tubos con ácido 

etilendiaminotetraacético (EDT A) como anticoagulante y se obtuvo el plasma 

centrifugándose a 1 792 x g (4 000 rpm) a 4° C durante 15 rnin. Las muestras de plasma se 

congelaron a -20º C hasta el día del ensayo. A partir de éstas se realizó la medición de 

grelina e insulina mediante la técnica de ELISA. 

De esta población de estudio se llevó a cabo la disección del cerebro a 4º C y se extrajo el 

hipotálamo, las muestras se congelaron en N2 líquido por inmersión en tubos Eppendorf y 

se conservaron a -70º C para la cuantificación de 5-HT por cromatografía líquida de alta 

resolución acoplada a un detector electroquímico (HPLC-EC) y la evaluación de la 
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expresión de receptores por la reacción en cadena de la polimerasa acoplada a la 

transcriptasa reversa (RT-PCR). 

5.8 Detección de insulina y grelina en plasma 

Se determinaron por duplicado las concentraciones plasmáticas de insulina y grelina en los 

grupos control y BPN de 2 semanas de edad; control y BPN+HL de 12 y 28 semanas de 

edad, mediante el método de ELISA, basado en la técnica inmunoenzimática cuantitativa de 

sandwich y procediendo de acuerdo al protocolo establecido por LINCO Research y 

Millipore (Anexo 11.3). 

5.9 Prueba de resistencia a la insulina a través del Homeostasis Model 

Assessment (HOMA) 

Para la estimación de la sensibilidad a la insulina se utilizó el HOMA (HOMA-IR) a las 2 

semanas de edad de los grupos control y BPN y a las 12 y 28 semanas de edad en los 

grupos control y BPN+HL. Para realizar el HOMA-IR se requirieron los valores de 

glucemia (en mg/dL) e insulina (en µU/mL), aplicando la siguiente fórmula: 

Resistencia a la insul ina (HOMA-IR) = Insulina en avuno (µUiml) x Glucosa en avuno (mg/dl) 

405 

5.10 Cuantificación de 5-HT en hipotálamo 

Las concentraciones de 5-HT se cuantificaron en muestras de tejido hipotalámico de los 

grupos control y BPN de 2 semanas de edad, control y BPN+HL de 12 y 28 semanas de 

edad. Se determinó la concentración de 5-HT por HPLC-EC según la técnica de Peat y 

Gibb (1983). Se utilizó una bomba marca Waters modelo 515 acoplada a un detector 

electroquímico marca Waters 2465 a 800 mV. Para la separación se utilizó una columna 

Atlantis T3 5 µm, 2.1 cm x 100 mm y una pre-columna Atlantis T3 5 µm , 2.1 x 10 mm. La 

composición de la fase móvil fue: EDTA (0.02 g/L), ácido cítrico (10.5 g/L), ácido 
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octansulfónico (0.02 g/L), cloruro de sodio (NaCl-0.135 g/L), metano! (3%), hidróxido de 

sodio (NaOH), pH = 3.1. La fase móvil fue preparada en agua libre de pirógenos, filtrada y 

desgasificada a través del sistema de purificación de Milli-Q Plus y bombeada a una 

velocidad de flujo de 0.2 mL/min. La sensibilidad del detector fue de 5 nA y el potencial 

del electrodo fue de 800 mV. La columna se mantuvo a una temperatura de 30° C. 

Para el análisis por HPLC, se concentraron tres muestras para obtener un mínimo de 1 O mg 

de tejido. Cada muestra del tejido hipotalámico se homogeneizó en 30 µL de ácido 

perclórico (HC1O4) 0.1 M + Metabisulfito de sodio 4 mM por cada 1 O mg de tejido, usando 

un homogeneizador manual (Motor Cordles, KONTES GLASS COMPANY®) y se 

centrifugaron a 11 200 x g (10 000 rpm) a 4º C durante 15 min. Se inyectaron 10 µL de 

sobrenadante en el sistema HPLC. Los botones se congelaron para la posterior 

cuantificación de proteínas. 

La cuantificación de la concentración se hizo integrando el área bajo la curva de los picos 

de 5-HT, que se detectaron con el detector electroquímico (Anexo 11.4). Para la curva 

patrón de 5-HT se usó el estándar 8-hidroxitriptamina marca SIGMA. Se inyectaron 

concentraciones conocidas del estándar desde 1 O pg/1 O µL hasta 320 pg/1 O µL. El límite de 

detección del sistema cromatográfico fue de 1 O pg/1 O µL. Como la 5-HT es inestable, se 

mantuvo oculto de la luz y en refrigeración. La cuantificación de proteínas se realizó por 

medio del método del ácido bicinconínico (BCA) (Anexo 11.5). 

5.11 Expresión del mRNA de los receptores 5-HTIA, GHSR-la y Yl en 

hipotálamo 

Para determinar la expresión de los genes Htrla, Npylr, Ghsrla, así como para el gen 

constitutivo y de normalización Tubb3 , se utilizó la técnica de RT-PCR. Mediante esta 

técnica se logró obtener una cadena complementaria de DNA (cDNA) a partir de mRNA de 

muestras de tejido hipotalámico, las cuales fueron sometidas a la acción de la enzima 

Transcriptasa Reversa. En la Tabla 2 se muestran los oligonicleótidos utilizados para la 

prueba. Una vez elegidos los oligonucleótidos, se trabajaron las muestras de tejido 
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hipotalámico de los grupos control y BPN de 2 semanas de edad, control y BPN+HL de 12 

y 28 semanas de edad (n=6-l O) . 

Tabla 2. OLIGONUCLEÓTIDOS USADOS PARA LA DETERMJNACJÓN DE LA EXPRESIÓN DE 

RECEPTORES Hf POTALÁMJCOS 

Gen 

Htrla 
(NM_0l2585) 

Npylr 
(Coppola et al., 2004) 

Ghsrla 
(Burdyga et al. , 2006) 

Tubb3 
(Dennis et al., 2002) 

Secuencia 

F 5 ' -GTCCA TTGGCTITCTCA TCT-3 ' 
R 5' -CATCCTGGCTGTCCGTTCAG-3 ' 

F 5 '-TCTTCTCTGCCCTTCGTGATC-3' 
R 5' -TGAACGCCGCAAGTGATACA-3 ' 

F 5' -GCGCTCTTCGTGGTGGGCATCT-3 ' 
R 5'-GTGGCGCGGCATTCGTTGGT-3 ' 

F 5' -TCAGCGTGGTGCCCTCAC-3 ' 
R 5' -GTGAGCTCAGGCACCGCT-3' 

5.12 Aislamiento del RNA total de hipotálamo 

Producto de 
PCR pares de 

bases PB 

297 

73 

449 

370 

Tres muestras de cada tratamiento fueron combinadas hasta juntar aproximadamente 30 mg 

de tejido hipotalámico. El tejido se colocó en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se 

adicionaron 400 µL del reactivo de TRizoL® (Chomczynski y Sacchi, 1987; Chomczynski, 

1993; Gibco BRL, Life Technologies, New York, NY). Las muestras de tejido se 

homogeneizaron completamente con un homogeneizador manual (Motor Cordles, 

KONTES GLASS COMP ANY®) y se incubaron durante 5 min a TA 20-25º C. Se 

agregaron 80 µL de cloroformo al 100% y se agitaron las muestras de forma manual por 15 

seg. Se incubaron por 3 min y se centrifugaron a 18 928 x g (13 000 rpm) durante 15 mina 

TA 20-25º C. Después de centrifugar, la mezcla se separó en una fase inferior roja 

(fenal/cloroformo), una interfase blanca y una fase acuosa superior incolora donde 

permanece el RNA. La fase acuosa se transfirió a un tubo nuevo y estéril. Para precipitar el 

RNA se agregaron 200 µL de isopropanol al 100% frío (Sigma Chemical Co. St. Louis 
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MO). Se agitó por inversión y se incubó por 24 horas a -20º C. Las muestras se 

centrifugaron a 18 928 x g (13 000rpm) durante 10 min y se decantó el sobrenadante. Se 

agregaron 400 µL de etanol al 75% en H2O-dietilpirocarbonato (DEPC; Sigma Chemical 

Co. St. Louis MO), las muestras se agitaron hasta desprender el botón y se centrifugaron a 

6 300 x g (7 500 rpm) durante 10 mina 4° C. Se desechó el sobrenadante y el RNA se secó 

cuidadosamente por no más 10 min. El RNA se resuspendió en 30 µL de H2O estéril con 

DEPC (0.1 % v/v), pipeteando repetidamente. Las muestras de RNA se guardaron a -70º C. 

(Anexo 11.6 y 11. 7 para más detalle de la cuantificación y determinación de la integridad 

del RNA total). 

5.13 Condiciones para realizar la RT-PCR 

Para poder realizar la técnica de retrotranscripción a partir de 2 µg/µL de muestra de RNA 

se utilizó el kit ThermoScrip™ RT-PCR System (Invitrogen). 

Se preparó una mezcla maestra o "Mix" para cada reacción: 

> 1 µL de O ligo ( dT)20 50 µM 

;; 2 µL de mezcla de dNTP 1 O mM 

1 4 µL de buffer de síntesis de cDNA 5X 

/ 1 µL de solución DTT 0.1 M 

> 1 µL de solución inhibidora de RNAsas "RNAsaOUT" 

> 1 µL de ThermoScript ™R T 

Se colocaron 15 µL del Mix y se agregaron los µL necesarios de RNA para obtener una 

concentración final de 2 µg/µL y se ajustó la cantidad requerida con H2O-DEPC hasta 

llegar a 20 µL. Las muestras se incubaron a 50º C durante 60 min y finalmente a 85º C 

durante 5 min. Terminada la reacción anterior se adicionó 1 µL de RNAsa H y se incubó a 

3 7° C durante 20 min para detener la reacción. 

30 



Material y Métodos 

Una vez obtenido el cDNA a partir de la reacción anterior, se utilizaron las muestras 

correspondientes para poder realizar la técnica de PCR. Se utilizaron los oligonucleótidos 

específicos para Htrla, Npylr, Ghsrla y Tubb3. Finalmente se hizo una reacción de PCR 

normal partiendo de la siguiente mezcla para cada muestra. La PCR se realizó mediante una 

co-amplificación para los genes Htrla, y Ghsrla y otra co-amplificación para los genes 

Npylr y Tubb3. 

> 5 µL de Buffer para PCR menos Mg 1 0X 

> 1.5 µL de MgC12 50 mM 

, 1 µL de mezcla de dNTP 1 O mM 

> 1 µL de oligo sentido para Htrla o Ghsrla o Npylr o Tubb3 

> 1 µL de o ligo antisentido para Htr 1 a o Ghsrl a o Npy 1 r o Tubb3 

> 0.2 µL de DNA Taq polimerasa Platinum® 

J 2 µL de cDNA de la muestra problema 

;1 36.3 µL de H2O-DEPC 

Cada tubo se introdujo en el termociclador (Eppehdorf, epgradient S) y se inició la PCR 

mediante una desnaturalización a 95º C durante 5 min. Se realizaron 35 ciclos designados 

para la reacción con las siguientes condiciones: 

) 95º C durante 1 min (desnaturalización) 

> 60° C durante 1 min (alineamiento) 

> 72° C durante 1 min ( elongación) 

> 72º C durante 7 min (final de la elongación) 

> 4º e oo 

Los productos de PCR se cargaron en geles de agarosa al 2%, preparada con TBE IX y 1 

µL de bromuro de etidio (10 mg/mL), montados en electroforesis horizontal de 20 pozos en 

buffer de TBE lX y utilizando marcadores de DNA de 100 PB. La electroforesis se corrió a 
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90 Voltios durante 60 min. Las imágenes de los geles se visualizaron y almacenaron en el 

visualizador de imágenes con software analizador de imágenes (Gel Logic 200 Imaging 

system Kodak) (Anexo 11.8). 

5.14 Análisis estadístico 

Las bases de datos se crearon en Excel y el análisis estadístico se realizó utilizando el 

programa NCSS 2000. Los datos se expresaron como la media ± desviación estándar 

(D.E.). Los datos del peso corporal de las madres y de las crías, ingesta de alimento y 

curvas de tolerancia a la glucosa se analizaron mediante un análisis de varianza (ANOVA) 

de medidas repetidas. El perfil lipídico de los machos se analizó mediante la prueba "t" de 

Student. La expresión de receptores, los niveles de hormonas y de 5-HT, y la prueba de 

resistencia a la insulina se analizaron por ANOVA de dos vías, con las edades y la 

condición experimental como factores, seguida de una prueba de comparaciones múltiples 

de Tukey-Kramer. El nivel de significancia estadística se consideró con una p<0.05. 

32 



Resultados 

6. RESULTADOS 

6.1 Peso corporal de las madres durante la gestación 

El desarrollo del modelo de ratas con BPN se obtuvo por desnutrición materna durante los 

últimos 9 días de gestación. Al inicio y a los 11 días de gestación se puede apreciar que la 

alimentación ad libitum no modificó la ganancia de peso en el grupo R (Tabla 4). Sin 

embargo, la restricción del 50% de alimento (Tabla 3) que las ratas del grupo R tuvieron a 

partir del día 12 de gestación modificó la ganancia de peso, disminuyendo 

significativamente 10.5% con respecto al grupo C (p<0.05) (Tabla 4). De esta manera se 

demuestra que la restricción de alimento en los últimos 9 días de gestación reduce el peso 

corporal de las madres, confirmándose así un estado de desnutrición materna. 

Tabla 3. CONSUMO DE ALIMENTO DURANTE LA GESTACJÓN 

Días de gestación 

Tratamiento 12 13 15 17 19 

e 20.1 ± 0.40 

R 10 

29.8 ± 0.55 

14.8 

30 ± 1.41 

15 

26.6 ± 1.52 

13.30 

23 .8 ± 0.45 

12 

Consumo de alimento(g)/animal/día en el grupo R al 50% respecto al grupo C. Datos expresados con la 
media ± D.E; n=J0 por grupo. 

Tabla 4. PESO MATERNO DURANTE LA GESTACJÓN 

Periodo 

Peso al inicio de la gestación (g) 

Peso antes de la restricción calórica 

Peso al fmal de la gestación 

Peso materno (g) 

Grupo C Grupo R 

202.4 ± 12.8 

234 ± 4.08 

339.4 ± 15.4 

205.2 ± 8.7 

236 ± 3.7 

303.8 ± 8.6 * 

Media ± DE; n=I0 por grupo. *p<0.05 vs. Control. ANO VA de medidas repetidas, Tukey Kramer. 
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6.2 Seguimiento del peso corporal desde et nacimiento hasta tas 28 

semanas de edad 

El peso corporal de los grupos de estudio se _registró desde el nacimiento hasta las 28 

semanas -de edad. El peso de las crías del grupo BPN se redujo 17 .9% con respecto al 

control, mostrando diferencias significativas (p<0.05). En la primera semana posnatal, el 

peso del grupo BPN se mantuvo por debajo del grupo control, siendo 22.2% menor 

(p<0.05). Estas diferencias de peso entre los grupos desaparecieron en la segunda semana, 

ya que el peso incrementó 12.5% en el grupo BPN (p<0.05), indicando recuperación en el 

crecimiento. El peso de las ratas del grupo BPN a las 12 semanas de edad, cuando ya 

estaban siendo alimentadas con la dieta HL, permaneció arriba, incrementándose 22.8 % 

(p<0.05). A las 28 semanas de edad estas discrepancias en el peso se mantuvieron, 

aumentando 22.3% (Figura 8 y Tabla 5). Asimismo, se puede observar que a las edades de 

12 y 28 semanas el grupo BPN presenta un sobrepeso por amba del 22%, comparado con el 

grupo control (p<0.05). De esta manera se confirmó un estado de obesidad ( considerado 

como un aumento del 20% del peso corporal comparado con el .grupo control) en las ratas 

conBPN. 

-a 400 ~ = 300 ... 
C'D a 200 -

e- 100 -
8 100-

0 
411 
CD 
(L 

~~ ~~-~-º 1 2 3 , 1 12 16 20 2, 28 

Seman■-

-- Control 
...,. BPN+HL 

Figura 8. Cambios en el peso corporal en animales con BPN alimentados con dieta HL. Los datos se expresaron 
con la media ± D.E. n=6~10; .,,<0.05 vs Control. ANOVA de medidas repetidas, Tukey Kramer. 
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Tabla 5. CAMBIOS DEL PESO CORPORAL EN PORCIENTO 

Edad Grupo Peso corporal (g) Diferencia en % 
{semanas} Control/tratamiento 

Nacimiento Control 6.7 ± 0.4 
BPN 5.5 ± 0.4 * l 17.9 

1 Control 19.8 ± 1.1 
BPN 15.4± 1.4 * J 22.2 

2 Control 24.8 ± 2.3 
BPN 27.9 ± 1.8 * j 12.5 

12 Control 368.9 ± 10.1 
BPN+HL 453.2 ± 26.4 * j 22.8 

28 Control 498 ± 12.6 
BPN+HL 609.2 ± 28.1 * j 22.3 

Media ± DE; n=6-I0. *p<0.05 vs. Control. ANO VA de medidas repetidas, Tukey Kramer. 

6.3 Ingesta de dieta hiperlipídica después de bajo peso al nacimiento 

Después del destete a los 21 días, el grupo control se alimentó con una dieta control y el 

grupo con BPN se alimentó con una dieta HL. A partir de la semana 4 y hasta las 28 

semanas de edad, las ratas alimentadas con la dieta HL consumieron más alimento 

comparados con las ratas control. Las diferencias en el consumo de alimento/g fueron 

significativas (p<0.05 ; Figura 9 y Tabla 6). 

Cuando la ingesta de alimento se expresó en términos de calorías consumidas (kilocalorías, 

kcal), las diferencias significativas fueron evidentes desde la semana 4 y hasta el final del 

tratamiento. Las diferencias en la ingesta energética por día fueron significativas (p<0.05 ; 

Figura 9, Tabla 6). Estos datos reflejan un estado de hiperfagia en las ratas con BPN+HL. 
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Figura -9. Cambios en la ingesta de alimento en animales con BPN alimentados con dieta HL. Los datos se 
expresaron con la media± D.E. n=6-JO; "'p<0.05 vs Control. ANOVA de medidas repetidas, Tukey Kramer. 

Tabla 6. INGESl'A DE ALIMENTO 

Ellad -Grupo _g/día kcal/día 
(semanas) 

-4 C-0ntrol 7.9±-0.9 32.7 ± 3.5 
BPN+HL l l.8 ± 1.7* 62:9 ± 8.9* 

8 Control 12.4 ± 0.8 51.7 ± 3.5 
BPN+HL 17.6± LO* 92.7 ± 5.5 * 

ll Control 13.2± 0.5 54.8 ± 2.0 
BPN+HL 17.8±0.8* 93.8 ± 4.3 * 

Hi Control 14.5 ±0.7 60.2 ± 3~0 
BPN+HL 20.5 ± 0.3* 107.8 ± 1.6 * 

28 Control 35.9 ± 0.6 148.92 ± 2.5 * 
BPN+HL 45.l ± 2.-6* 237.26 ± 13;6 * 

Media ± D.E; n=6-JO. "'p<0.05 vs. Control. ANOVA de medidas repetidas, -Tukey Kramer 
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6.4 Cambios metabólicos de animales con BPN alimentados con HL 

Se realizó una química sanguínea en el grupo BPN+HL a las 28 semanas de edad para 

evaluar si existía dislipidemia o disfunción renal. Se encontró que los niveles de colesterol 

y triglicéridos aumentaron significativamente (p<0.05), 1.5 y 1.8 veces respectivamente 

con respecto al control. En contraste, los marcadores de disfunción renal no mostraron 

cambios (Tabla 7). 

Tabla 7. CA MBIOS METABÓLICOS EN RATAS DE 28 SEMANAS DE EDAD 

Variable (mg/dL) Control BPN+HL p Valores de referencia 
(mg/dL) (Mancebo et 

al, 2002) 

Colesterol 77±13 118±11 * 0.05 54.8-102.4 

Triglicéridos 121±36 227±65* 0.05 47.3-147.5 

HDL 64±11 54±18 0.2 35-85 

Urea 42±7 46±13 0.75 17.4-55.8 

Creatinina 0.46±0.07 0.58±0.16 0.3 0.46-0.62 

Nitrógeno ureico 20±3 21 ±6 0.8 7.0-25.7 

Datos expresados con la media ± D.E; n=6- I0. *p<0.05 vs Control. "t " de Student. 

6.5 Concentración de glucosa plasmática 

Para evaluar el metabolismo de los carbohidratos en sangre se realizó una prueba de 

tolerancia a la glucosa en los subgrupos de 12 y 28 semanas de edad, ya que a ambas 

edades el grupo BPN+HL presentó obesidad. Para este estudio se eligieron los criterios de 

la ADA, que son compartidos por la OMS y por el grupo de expertos mexicanos en 

diabetes de la SSA (ECDCDM, 1997; WHO, 1999; SSA, 2000). 

A las 12 semanas de edad, los niveles de glucosa entre los dos grupos no fueron 

significativamente diferentes. Ambos grupos mostraron una respuesta normal a la carga de 
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glucosa, ya que los valores normales después de 1 hora se consideran por debajo de 200 

mg/dL; después de las 2 horas postcarga los niveles de glucosa se consideran normales 

menores a 140mg/dL (Figura 10). 

A las 28 semanas los niveles basales de glucosa, 1 y 2 horas postcarga en el grupo control 

fueron de 78.83 ± 7.33; 129.83 ± 27.9 y 89 ± 8.55 mg/dL, respectivamente. Estos datos 

muestran la respuesta normal a la carga de glucosa oral. Sin embargo, en el grupo BPN+HL 

la glucosa sanguínea basal se encontró en 328.83 ± 34.6 mg/dL y a las 2 horas postcarga en 

374.3 ± 79.3 mgldL. Ambos valores fueron 4.2 veces mayores que los niveles del -control 

(p<0:O5). Esta condición de hiperglucemia diagnostica a los animales de este grupo como 

diabéticos, ya que los niveles de glucosa se encuentran por arriba de 200 mg/dL a lo largo 

de toda 1a prueba (Figura 11 ). Estos datos sugieren que a esta edad el grupo BPN+HL cursa 

con un estado de resistencia a la insulina. 
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Figura JO. Curva de tolerancia a la glucosa en los grupos control y con BPN+ HL (estado de obesidad) a las 12 
semanas de edad Los datos se expresaron con la media ± D.E. n=6. ANOVA de medidas repetidas, Tukey 
Kramer. 
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Figwa 11. Curva de tolerancia a la glucosa en los grl!J)OS control y con BPN+HL (estado diabético) a las 28 
semanas de edad Los datos se expresaron con la media ± D.E. n=6; ~ <0.05 vs Control. ANOVA de medidas 
repetidas, Tukey Kramer. 

-6.-6 Niveles de insulina en plasma _y evaluación de resistencia a la insulina 

A las 2 semanas de -edad no se encontraron diferencias significativas -en -las concentraciones 

de insulina plasmática (Control 0.269 ± 0.01 vs BPN 0.268 ± 0.02 ng/mL); de forma 

similar, cuando las ratas se alimentaron con la dieta HL no se modificó el _patrón de 

secreción de insulina, ya que a las 12 y 28 semanas de edad continuaron sin mostrar 

diferencias significativas en las concentraciones de insulina plasmática {semana 12: Control 

0-.54 7 ± 0.17 vs BPN+HL O. 727 ± 0.48 n.g/mL; semana 28: Control l.51 ± 0-. 7 vs BPN+HL 

0.97 ± 0.7 ng/m.L). 

La Tabla 8 muestra los valores correspondientes a la concentración plasmática de glucosa e 

insulina en ayuno, tanto del grupo control como de los grupos BPN y BPN+HL. Para 

evaluar la resistencia a la insulina por medio del HOMA-IR las concentraciones-de insulina 

se expresaron en µU/m.L. 
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Tabla 8. GLUCEMIA E INSULINEMJA EN AYUNO DE LOS GRUPOS ESTUDIADOS 

Edad Grupo Glucemia Valor de Insulina basal Valor 
(semanas) (mg/dL) p (µU/mL) dep 

2 Control 84.3 ± 1.2 5.93x10-

BPN 91 ± 2.1 NS 5.90xl0-12 NS 

12 Control 85.5 ± 1.3 1.2x}O- II 

BPN+HL 72.25 ± 1.25 NS 1.6x}O-I I s 
28 Control 78.83 ± 7.33 3.3 lx}O-I I 

BPN+HL 328.83 ± 34.6 <0.05 2.13x10-II NS 

Media± D.E; n=6- I0 *p<0.05 vs Control. ANO VA de dos vías, Tukey Kramer. NS=no significativo. 

Con relación a la concentración de la glucosa plasmática en ayuno, se observa que a la edad 

de 2 y 12 semanas no hay diferencias significativas. Sin embargo a la edad de 28 semanas 

si se observan diferencias significativas, tal como se espera encontrar entre un grupo de 

animales diabéticos, con respecto al control (Control 78.83 ± 7.33 vs BPN+HL 328 ± 34.6; 

p<0.05). Respecto a la concentración de insulina plasmática en ayuno no se observaron 

diferencias significativas entre ambos grupos a las 3 edades. En la Figura 12 se observa que 

el grupo BPN+HL a las 28 semanas de edad muestra valores del HOMA-IR superiores al 

control (p<0.05), siendo 2. 7 veces menos sensible al efecto de la insulina, por lo que a esta 

edad este grupo es resistente a la insulina. 
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Figura 12. HOMA IR en animales con BPN alimentados a partir de la semana 3 y hasta las 28 semanas con una 
dieta HL. Los datos se expresaron con la media ± D.E. n=6- I0; *p<0.05 vs Control. ANO VA de dos vías, Tukey 
Kramer. 
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6.7 Concentración de grelina plasmática y expresión de los receptores 

GHSR-la y Yl en hipotálamo de ratas con BPN y dieta HL 

Las concentraciones de grelina plasmática a las 2 semanas de edad en el grupo control y el 

grupo BPN no fueron significativamente diferentes (Figura 13B); sin embargo se encontró 

un aumento en la expresión del receptor GHSR-la en el grupo BPN (p<0.05) (Figura 13A). 

A las 12 y 28 semanas de edad, las concentraciones plasmáticas de grelina en el grupo 

BPN+HL no fueron diferentes a las del control (Figura 13B). Sin embargo, los niveles de 

expresión del receptor GHSR-la en el grupo BPN+HL disminuyeron a las semanas 12 y 28 

de edad, manteniendo niveles similares en ambas edades. A pesar de que los niveles de 

expresión del receptor disminuyeron a la edad de 12 semanas, éstos no fueron significativos 

respecto al control de la misma edad. No así a las 28 semanas de edad, ya que en este caso, 

el grupo control mostró un aumento en la expresión del receptor GHSR-1 a, mientras el 

grupo BPN+HL mantuvo bajo estos valores (p<0.05) (Figura 13A). 
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Figura 13. Cambios en la expresión del GHSR-lay grelina plasmática. A) Expresión del GHSR-Ja por RT-PCR y 
B) Niveles de grelina plasmática Los datos se expresaron con media ± D.E. n=6-10. *p<0.05 vs su respectivo 
Control; @ p <0.05 vs BPN+HL de 12 semanas; # p<0.05 vs BPN+HL de 28 semanas. ANOVA de dos vías, 
Tukey Kramer. 
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En cuanto a los niveles de expresión del receptor Y 1, se encontró que a las 2 semanas de 

edad su expresión aumentó en el grupo BPN (p<0.05). Por el contrario, estas diferencias no 

se mantienen cuando los animales son alimentados con la dieta HL a las 12 y 28 semanas 

de edad, ya que disminuyen y se mantienen desde las 12 hasta las 28 semanas. Aunque los 

niveles de expresión del receptor Yl tienden a disminuir con la edad y con la dieta, estas 

diferencias no son significativas comparadas con el control de la misma edad (Figura 14). 
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Figura 14. Cambios en la expresión del receptor Yl por RT-PCR. Los datos se expresaron con media ± D.E. n=6-
J 0. *p<0.05 vs su respectivo Control; @ p<0.05 vs BPN+HL de 12 semanas; # p<0.05 vs BPN+HL de 28 
semanas. ANO VA de dos vías, Tukey Kramer. 

6.8 Concentración de 5-HT y expresión del mRNA del receptor 5-HTIA 

en hipotálamo de ratas con BPN y dieta HL 

Las concentraciones de 5-HT en hipotálamo de los grupos control y BPN a las 2 semanas 

no mostraron diferencias significativas (Control 13.41 ± 4.6 vs BPN 9.91 ± 3.77 pg/µg de 

proteína) (Figura 15B). No obstante, a esta edad los niveles de expresión del receptor 5-

HTJA aumentaron en el grupo BPN (p<0.05) (Figura 15A). A la edad de 12 semanas, el 

grupo BPN+HL no mostró diferencias significativas en los niveles de 5-HT en hipotálamo 
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(Figura 15B), pero sí hubo una disminución en la expresión del receptor 5-HT1A en el grupo 

BPN+HL (p<0.05) (Figura 15A). Por otra parte a la edad de 28 semanas, el grupo BPN+HL 

no mostró diferencias significativas en las concentraciones de 5-HT en hipotálamo (Figura 

15B); de forma similar, la expresión del receptor 5-HT1A disminuyó en el grupo BPN+HL 

(p<0.05) (Figura 15A). 
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Figura 15. Cambios en la expresión del receptor 5-HT1A y 5-HT en hipotálamo. A) Expresión del receptor 5-HTJ A 
por RT-PCR y B) Niveles de5-HT en hipotálamo. l os datos se expresaron con media ± D.E. n=6-l O. *p<0. 05 vs 
su respectivo Control; @ p <0. 05 vs BPN+Hl de 12 semanas; # p<0.05 vs BPN+Hl de 28 semanas. ANO VA de 
dos vías, Tukey Kramer. 
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7. DISCUSIÓN 

La DM tipo 2 y la obesidad son enfermedades multifactoriales que frecuentemente 

coexisten en el mismo individuo y en las que se ha demostrado la presencia de más de un 

componente genético, común o diferente para ambas. Sin embargo, las condiciones 

nutricionales inadecuadas favorecen el desarrollo de estas patologías. En las últimas 

décadas, diversas áreas de investigación han sugerido que los eventos implicados en el 

desarrollo fetal tienen efectos a largo plazo e influyen en la salud durante la vida adulta 

(Levitt et al., 2000; Eriksson et al. , 2002; Painter et al. , 2007). Actualmente se conocen 

factores ambientales, como la dieta, que pueden influir en la expresión de genes in utero y 

establecer patrones fisiológicos y estructurales relacionados con la supervivencia del 

individuo. La programación fetal de la diabetes puede darse desde alteraciones permanentes 

de una o más vías relevantes durante el desarrollo embrionario y perinatal. Algunos de 

éstos no sólo influyen en el sujeto sino también producen efectos que alteran la 

programación de generaciones futuras (Hall, 2007). 

En este trabajo se utilizó un modelo experimental de diabetes y se evaluó el efecto de la 

restricción de alimento al 50% en la etapa prenatal (Anguita et al. , 1993). Está demostrado 

que la restricción de nutrientes en la rata, durante los últimos 9 días de gestación conduce al 

BPN, con la posterior recuperación del crecimiento, y desarrollo de obesidad y DM tipo 2 

(Jiménez-Chillaron et al. , 2005; Simmons et al. , 2001). Por ello que se le considera un 

modelo experimental adecuado para el estudio de la programación intrauterina implicado 

en el desarrollo de la DM tipo 2 y los procesos metabólicos tempranos que conducen al 

desarrollo de la misma. 

Los resultados de este trabajo demostraron que la restricción calórica a la que se somete a 

las hembras a partir de los 12 días de gestación causa disminución de su peso corporal hasta 

el día del parto. En esta condición, se supone que el feto limita el uso de nutrientes 

disminuyendo su metabolismo, y reduciendo el ritmo de crecimiento, todo esto como una 

adaptación a la desnutrición (Zambrano et al. , 2006). Los datos de este trabajo muestran 
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que el consumo de una dieta restringida durante la gestación ocasionó que las crías 

presentaran un peso corporal al nacimiento significativamente menor que el de las crías 

control. De esta manera se confirma que la restricción del alimento durante la vida in utero 

lleva al desarrollo del BPN. 

Una característica importante del modelo estudiado es la ganancia de peso corporal, que 

conduce a la recuperación del crecimiento en la vida posnatal temprana (Bieswal et al., 

2006). En este trabajo, las crías con BPN y alimentadas con la dieta HL al destete, 

recuperaron e incluso superaron el peso alcanzado por el grupo control. El aumento 

acelerado del peso corporal comenzó a las 2 semanas de edad, durante la lactancia, de 

modo que las crías desnutridas durante la gestación superaron en peso al grupo control a 

partir del destete (Beltrand et al. , 2009). La recuperación del crecimiento a esta edad 

representó un fenómeno de adaptación modulado por una respuesta fisiológica y el proceso 

de compensación que siguió después de la deficiencia inducida por el ambiente fetal indicó 

la trayectoria para restaurar la composición corporal. Estos datos demuestran que el BPN es 

seguido por un crecimiento acelerado a fin de restablecer el tamaño corporal, los depósitos 

de grasa y la composición corporal que fueron alterados durante la vida fetal, como ha sido 

propuesto por Beltrand y colaboradores (2009). Este crecimiento acelerado apareció en la 

vida temprana y es de larga duración, ya que a partir de la semana 2 y hasta las 28 semanas 

de edad estuvo presente la mayor ganancia de peso. 

La recuperación del crecimiento que presentó el grupo BPN a las 2 semanas de edad puede 

favorecer la programación de desarrollar obesidad y DM tipo 2 en la vida adulta (Kanaka­

Gantenbien, 2010). Este fenómeno varía y es dependiente de la composición de la dieta en 

la vida posnatal; considerando que este grupo fue alimentado con una dieta HL, se puede 

deducir que es un grupo con alto riesgo de desarrollar anormalidades metabólicas inducidas 

por la desnutrición fetal. 

En ratas, se ha observado que cuando las madres son sometidas a restricción de alimento al 

50% durante las primeras 2 semanas de gestación, y posteriormente sus crías consumen una 

dieta HL en la vida posnatal, éstas presentan un estado de obesidad a las 6 semanas de edad 
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(Iones et al., 1984; Anguita et al. , 1993). La obesidad en roedores también puede ser 

programada por el consumo de dietas hipoproteínicas (Bellinger et al. , 2004) o 

hiperproteínicas (Daenzer et al. , 2002). Estos datos apoyan la hipótesis de que las 

alteraciones intrauterinas en la disponibilidad de los nutrientes pueden inducir alteraciones 

metabólicas en la vida posnatal. Es posible que el desarrollo de alteraciones metabólicas se 

presenten desde la etapa juvenil, ya que a las 12 y 28 semanas de edad, los grupos 

BPN+HL se consideraron obesos, puesto que presentaron un aumento de peso mayor del 

20% comparado con el grupo control. Estos resultados concuerdan con la recuperación del 

crecimiento observado en otros estudios en modelos animales (Ozanne et al. , 2004; Ozanne 

y Hales, 2004), lo cual indica que la restricción de nutrientes in utero tuvo un efecto 

importante sobre el crecimiento posnatal. Estos hallazgos sugieren que uno de los efectos 

de la desnutrición uterina, y que se manifiestan en la etapa neonatal, es la 

sobrealimentación, misma que puede ser provocada por una desregulación permanente de 

los principales núcleos hipotalámicos que regulan la ingesta de alimento, el peso corporal y 

el metabolismo. Sin embargo, los mecanismos de programación fetal que podrían estar 

alterados y participar en esta sobrealimentación aún se desconocen. 

En este estudio se observó que la restricción de calorías durante la gestación, seguida de 

dieta HL derivó en hiperfagia. El aumento crónico de la ingesta de alimento en el grupo 

BPN+HL fue significativo desde la semana 4 hasta las 28 semanas de edad, comparado con 

el grupo control, no expuesto a restricción de calorías in utero. Probablemente, los centros 

neuroendocrinos reguladores de la ingesta de alimento en estas ratas hiperfágicas no 

controlaron la tasa de ganancia de peso corporal , por lo que aumentaron significativamente 

la ingesta de alimento, y quizá redujeron la eficiencia en la conversión de su alimento en 

masa corporal o menor gasto de energía. Esos resultados apoyan la hipótesis de Wells 

(2007), pues es posible que el grupo con BPN se haya preparado para un medio adverso, 

adquiriendo adaptaciones para una vida fetal con carencias. Después creció en un medio 

con abundancia de nutrientes al que no estaba acostumbrado. Sin embargo, las respuestas 

predictivas adaptativas que desarrollaron no fueron adecuadas y mostraron mala 
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adaptación, ya que desarrollaron obesidad y diversas alteraciones fisiológicas que 

influyeron en su desempeño metabólico. 

Estudios previos sugieren que el tipo de manipulación de la dieta materna durante la 

gestación puede dar como resultado diferentes fenotipos , ya sea hipofágico o hiperfágico, 

cuando las crías son alimentadas con una dieta HL. Se ha reportado que las hembras 

gestantes alimentadas con una dieta baja en proteínas, tienen crías que presentan hipofagia 

al ser alimentadas con dieta HL después del destete (Sellayah et al., 2008). Sin embargo, 

las crías de madres con desnutrición gestacional severa (restricción del 70% de la ingesta 

normal de alimento) presentan hiperfagia hasta la vida adulta, al ser alimentadas con una 

dieta HL (Vickers et al., 2000). El mecanismo por el cual la hiperfagia es consecuencia de 

la programación fetal aún no está claro. Sin embargo, es probable que el aumento del 

apetito refleje la recuperación del crecimiento, derivada de la programación fetal causada 

por la desnutrición y que la hiperfagia se produzca como consecuencia del consumo de una 

dieta HL. Además, el grado de desnutrición, así como el periodo en que se presenta y el 

tipo de nutriente restringido, ya sea proteínas, iones o calorías, son causa del desarrollo de 

diversos fenotipos. Se ha observado que la restricción de calorías es más potente que la 

restricción de proteínas para el desarrollo de la obesidad, sin la administración de la dieta 

HL. De hecho, los estudios en ratas demuestran que las crías con BPN producto de la 

restricción nutricional de las madres, presentan crecimiento rápido y aumento de peso en la 

vida posnatal si se proveen de la nutrición adecuada (Zambrano et al. , 2005). 

La obesidad que presentó el grupo BPN+HL desencadenó cambios metabólicos, pues a la 

12 semanas de edad mostró concentraciones de glucosa plasmática ligeramente mayores 

que el control durante la prueba de tolerancia a la glucosa. Esto sugiere que, en esta edad, 

se presentó una alteración en el metabolismo de la glucosa. Asimismo, a la edad de 28 

semanas, el grupo BPN+HL presentó, además del aumento en el peso corporal, cambios 

metabólicos significativos, mostrados por hiperglucemia durante el transcurso de la prueba 

de tolerancia a la glucosa. 
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En términos generales, se sabe que la obesidad se caracteriza por hiperinsulinemia basal en 

ayuno y por una respuesta secretora de insulina durante la curva de tolerancia a la glucosa 

oral. Por esta razón, se valoró el índice HOMA-IR, el cual es utilizado para determinar la 

resistencia a la insulina. Los resultados indicaron que el índice HOMA-IR fue superior en 

el grupo BPN+HL a la edad de 28 semanas, lo que explica que este grupo presentara 

hiperglucemia durante el transcurso de la prueba. Estos resultados sugieren que la 

sensibilidad de los tejidos periféricos a la insulina está disminuida en este grupo, en 

comparación con el grupo control de la misma edad. En este caso, el grupo BPN+HL fue 

2.7 veces menos sensible al efecto de la insulina. Frente a un estado de obesidad se empieza 

a gestar un estado de resistencia a la insulina periférica, la cual no puede limitar el flujo de 

ácidos grasos procedentes del tejido adiposo y que llegan de manera constante al hígado, lo 

que condiciona la mayor liberación de glucosa hepática. Probablemente los ácidos grasos 

libres estimulen la liberación de glucosa hepática a través del incremento en la producción 

de adenosina trifosfato (A TP) y nicotinamida adenina dinucleótido reducido (NADH), así 

como en la actividad de la enzima piruvato carboxilasa inducida por acetil-CoA (Bergman 

y Mittelman, 1998; Chen et al., 1999). 

En la resistencia a la insulina se presenta mayor liberación de AGL hacia el plasma. Al 

respecto, se ha mencionado que al estar expandido el tejido adiposo la lipólisis estaría 

facilitada, ya que la lipasa sensible a hormonas (LSH), que es inhibida por la insulina, 

constituye la etapa limitante de la lipólisis (Van Harmelen et al. , 1997). Por otra parte, una 

situación que acentúa lo anterior y agrava la liberación de ácidos grasos surge a partir de 

estudios in vitro efectuados en pacientes diabéticos; en ellos, la LSH del tejido visceral 

responde menos a la inhibición por insulina. Lo anterior no se explica por una menor 

capacidad de unión y fosforilación del receptor de insulina, sino por la disminución en la 

expresión del IRS-1 , lo que empeora la transducción de la señal de la insulina (Zierath et 

al., 1998). 

Estos aspectos fortalecen la relevancia de los ácidos grasos liberados por el compartimento 

visceral sobre el empeoramiento del metabolismo hepático de la glucosa. La información 
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que existe actualmente ha permitido postular que este fenómeno de inhibición, ocasionado 

por el incremento de los ácidos grasos, sería disparado por los diacilglicéridos citosólicos 

(Newton, 1997). El mecanismo plantea que éstos serían capaces de estimular una Proteína 

Cinasa C "novel" (PK-C O) altamente expresada en músculo esquelético (De Fea y Roth, 

1997; Griffin et al. , 1999). Uno de los sustratos de esta enzima es IRS-1 , al que fosforila en 

residuos de serina en lugar de tirosina, como ocurre en condiciones fisiológicas. Al actuar 

enzimas serina-cinasa sobre estos sustratos, la actividad de ellos se reduce, situación que 

empeora la captación de glucosa por el músculo esquelético. 

La resistencia a la insulina es determinante para el diagnóstico de la DM tipo 2 (DeFronzo, 

1997; Randle et al. , 1963); esto fue demostrado en el grupo BPN+HL, que presentó 

diabetes a la edad de 28 semanas. Estos resultados concuerdan con otros trabajos realizados 

en animales que fueron alimentados con dieta HL y que desarrollaron obesidad y 

resistencia a la insulina (Bieswal et al. , 2006). 

Al igual que en otras alteraciones, la resistencia a la insulina depende de la manipulación de 

las condiciones de alimentación intrauterina (Bieswal, 2006). Los animales con restricción 

de calorías en la vida intrauterina presentan mayor resistencia a la insulina, lo que 

demuestra su asociación con la obesidad. Sin embargo, es probable que estos resultados 

dependan de la composición de la dieta. 

Otros estudios han demostrado que ratas alimentadas con una dieta HL después del destete, 

suprimen la aparición de enzimas lipogénicas, lo que lleva a la alteración de la sensibilidad 

a la insulina (Issad et al. , 1988). Además, los lípidos tienen un poder saciante menor que 

los otros macronutrientes (proteínas y carbohidratos) (Blundell et al. , 1996). Se sabe que la 

dieta a base de lípidos va seguida de una ingesta mayor, en comparación con las dietas a 

base de carbohidratos (Blundell et al. , 1993; Alfenas y Martes, 2003 ). La absorción 

intestinal de lípidos estimula la producción en el intestino delgado y en el ARC de 

apolipoproteína A-IV (apo A-IV), una glucoproteína que podría estar implicada en la 

inhibición central de la ingesta de alimento. El consumo crónico de una dieta HL reduce la 
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respuesta de la apo A-IV a los lípidos, lo que podría explicar en parte por qué este tipo de 

dietas predisponen a la hiperfagia y la obesidad (Liu el al. , 2001; Tso et al., 2001). 

En humanos obesos existe una tasa elevada de lipólisis, la cual provoca el aumento en la 

liberación de AGL al sistema portal, frente a los cuales el SNC ajusta la ingesta para 

restablecer el tamaño de los depósitos grasos. Diversas hormonas interactúan en este 

sistema, por lo que en este trabajo se estudió la grelina e insulina como "señales de 

adiposidad" para el control central y a largo plazo del peso corporal. Los cambios en los 

niveles plasmáticos de insulina reflejarían cambios en el estado energético y de adiposidad. 

Por otra parte, existen reportes contradictorios sobre el desarrollo de la hiperfagia después 

de la desnutrición fetal (Vickers et al. , 2000; Desai et al. , 2005.; Dahri et al. , 1991 ; Jones et 

al. , 1984). El periodo posnatal temprano ha sido identificado como la etapa crítica del 

desarrollo de núcleos hipotalámicos implicados en la regulación de la ingesta de alimento, 

del peso corporal y del metabolismo (Bouret et al. , 2004; Bouret y Simerly, 2004). De 

hecho, se ha postulado que la sobrealimentación induce alteración permanente en los 

centros hipotalámicos que regulan la ingesta de alimento (Plagemann et al. , 2000; Cripps et 

al. , 2005). Debido a estas observaciones, este trabajo se enfocó en el estudio del efecto del 

BPN más la influencia de la dieta HL en las posibles alteraciones de grelina y NPY a nivel 

periférico, así como 5-HT a nivel del SNC, provocadas por la desnutrición intrauterina. 

Asimismo, se avaluó el nivel de expresión de los receptores GHSR-la, Yl y 5-HT1A.en el 

hipotálamo. 

Se ha sugerido que la grelina regula el comportamiento alimenticio, particularmente en el 

desencadenamiento del inicio de la ingesta. Sus efectos orexigénicos parecen estar 

mediados, al menos en parte, por la estimulación de las neuronas NPY / AgRP en el 

hipotálamo, de manera opuesta y competitiva con la leptina. La grelina ejerce su efecto a 

través del receptor GHSR-1 a en el hipotálamo (Torsello et al. , 2000). Se sabe que la 

existencia de cambios relevantes en los niveles plasmáticos de grelina se relacionan con la 

ingesta de alimento, por medio de la regulación de mecanismos centrales relacionados con 
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el apetito (Asakawa et al. , 2001); por ello, la grelina se ha propuesto como una hormona 

importante que regula el balance energético (Bagnasco et al. , 2002; Kalra et al. , 2003). 

Los resultados de este trabajo muestran que, contrario al incremento esperado, los niveles 

plasmáticos de grelina no se modificaron en el grupo BPN a la edad de 2 semanas. Sin 

embargo, la expresión del receptor GHSR-1 a en el hipotálamo sí se incrementó. Es posible 

que la recuperación en el peso de las crías con BPN a las 2 semanas de edad haya sido 

debido a una mayor ingesta de leche materna. Aunque no se midió la cantidad de alimento 

consumido a esa edad, es probable que consumieran más leche que las crías control. Esto 

podría explicarse por un aumento en la señal de la grelina por efecto del incremento en el 

número de sus receptores. 

Por otra parte, el grupo BPN+HL a las 12 semanas de edad, además de presentar hiperfagia, 

desarrollaron obesidad, y a las 28 semanas manifestaron obesidad y DM tipo 2. Contrario a 

lo esperado, las concentraciones de grelina plasmática no se modificaron en el grupo 

experimental, comparado con el grupo control. En este caso, ni la desnutrición uterina ni la 

alimentación con la dieta HL modificó el patrón de secreción de grelina ante el aumento de 

peso, la hiperfagia y la presencia de DM tipo 2. Se ha demostrado que los niveles 

plasmáticos de grelina están alterados, tanto en pacientes obesos como diabéticos, así como 

en personas que han presentado una importante pérdida de peso corporal (Tschop et al. , 

2001 ). Sin embargo, existen evidencias de que la expresión de grelina en el estómago 

disminuye en respuesta a una dieta hiperlipídica (Moesgaard et al. , 2004), lo que 

comprueba que existe una correlación negativa entre los niveles plasmáticos de grelina y el 

porcentaje de grasa o peso corporal. En el presente trabajo, si bien no se observó 

disminución en la concentración plasmática de grelina, sí se observó disminución en la 

expresión del receptor GHSR-1 a en el hipotálamo a las 28 semanas de edad. Esto podría ser 

debido a la ingesta de la dieta HL. 

Los resultados obtenidos en los niveles de grelina en este trabajo son similares a lo 

reportado por otros autores, quienes han encontrado que las concentraciones plasmáticas de 

grelina no difieren entre el grupo de ratas tratadas con dieta HL por 6 meses y el grupo 
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control, alimentado con una dieta normal en el contenido de grasas. Esto a pesar de que las 

ratas del grupo alimentado con la dieta HL presentaron tanto aumento de peso como 

hiperfagia (Priego et al., 2009). 

Un aspecto que debe ser considerado en este sentido son las hormonas sexuales, pues se ha 

observado que las hembras alimentadas con dieta HL presentan niveles mayores de grelina 

plasmática comparadas con los machos alimentados con la misma dieta. En este estudio se 

trabajó con ratas macho. Es posible que estas diferencias se deban a que las células X/ A en 

las glándulas oxínticas del estómago expresan el receptor a de estrógenos, y los estrógenos 

en el estómago estimulan directamente la expresión y producción de grelina en la rata 

(Zhao y Sakai, 2008). Estas diferencias en los niveles de grelina se han descrito 

previamente en humanos, donde las mujeres presentan niveles significativamente más 

elevados de grelina circulante en comparación con los hombres (Greenman et al. , 2004). 

Evidencias recientes muestran que la grelina, además de ejercer un efecto sobre la conducta 

alimenticia, también juega un papel en la fisiopatología de la obesidad y DM tipo 2. Debido 

a que la insulina es un inhibidor potente de la secreción de grelina, niveles bajos de grelina 

plasmática se han asociado con niveles elevados de insulina en ayuno y resistencia a la 

insulina (Lippl et al. , 2004; Kamegai et al., 2004), esta última condición se observó en el 

grupo BPN+HL a las 28 semanas de edad. Sin embargo, los datos obtenidos en este trabajo 

en relación a las concentraciones de insulina y grelina no concuerdan del todo con los datos 

de la bibliografía, pues no se observó aumento de insulina, aunque sí una leve tendencia a 

la disminución en la grelina en las ratas BPN+HL. Además, al existir resistencia a la 

insulina en el grupo BPN+HL a las 28 semanas de edad se suprimió la glucogénesis 

hepática, por lo que posiblemente la grelina contribuyó a la sobre regulación de la 

gluconeogénesis. Se ha propuesto que la gluconeogénesis se debe a la reducción de la 

activación de una proteína cinasa B, también conocida como AKT (AKT/PKB) y aumento 

de la expresión del coactivador 1 alfa del receptor gama activado por proliferadores 

peroxisomales (PGC-la), el cual funciona como un regulador central de la gluconeogénesis 

uniéndose a varios factores, antes del proceso de varios genes que codifican enzimas 
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gluconeogénicas (Yoon et al., 2001; Puigserver et al. , 2003), lo que exacerbó la 

hi pergl ucemia. 

Se ha propuesto que el bloqueo de la acción de la grelina en los islotes pancreáticos 

aumenta la liberación de insulina inducida por glucosa y mejora la condición diabética, 

debido a que del 30 al 40% de los pacientes no controlados adecuadamente requieren de 

inyecciones subcutáneas de insulina para alcanzar la normoglucemia. Esto se debe a que la 

grelina y el GHSR-la se expresan en el páncreas, y ejercen su función de forma elemental 

en el metabolismo de la glucosa y liberación de la insulina. Diversos trabajos han mostrado 

que tanto la grelina endógena como exógena suprime la liberación de insulina inducida por 

glucosa (Dezaki et al. , 2004; Dezaki et al., 2006: Esler et al. , 2007; Dezaki et al. , 2008). 

Además, en los humanos la alteración del metabolismo glucídico y lipídico puede conducir 

a una amplia variedad de trastornos macro y microvasculares (Ohkubo et al. , 1995), donde 

la hiperlipidemia representa un factor de riesgo para estas complicaciones. En este trabajo 

se demostró que el grupo BPN+HL a las 28 semanas de edad, no solamente tiene alterado 

el metabolismo de la glucosa, sino que también presenta hiperlipidemia. 

La obesidad y la DM tipo 2 del grupo BPN+HL a la edad de 28 semanas compartió varias 

características con la obesidad en los humanos, tales como hipercolesterolemia e 

hipertrigliceridemia. Esto lo convierte en un modelo que representa más claramente los 

cambios fisiológicos en respuesta a la dieta, observados en la obesidad humana, que en los 

modelos animales genéticamente obesos (Moraes et al. , 2003). En este sentido, la grelina 

juega un papel importante, ya que activa a neuronas AgRP en el ARC para antagonizar 

MC4R. La inhibición de la señalización de MC4R reduce la expresión hepática del receptor 

scavenger clase B tipo 1 (SR-B1), disminuyendo la captación del colesterol asociado a 

HDL y por lo tanto aumenta su concentración en circulación (Tung y Yeo, 2010). Así, la 

hiperinsulinemia se correlaciona negativamente con el HDL y positivamente con el 

colesterol total, triglicéridos, lipoproteínas de baja densidad (LDL) y la proporción 

colesterol/HDL. Lo anterior sugiere que el feto con restricción de nutrientes y una 

sobrealimentación después del nacimiento puede aumentar el riesgo de desarrollar 

obesidad, dislipidemias y DM tipo 2 en la vida adulta. 
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Por otra parte, en el grupo BPN+HL a la edad de 28 semanas no se observaron alteradas las 

concentraciones de urea, creatinina y nitrógeno ureico, por lo que, hasta este momento, 

podemos deducir que no existieron complicaciones renales propias de daño microvascular. 

Además, los cambios en el receptor hipotalámico de grelina con respecto a la edad y 

diabetes son desconocidos. En el grupo BPN el mayor nivel de expresión del GHSR-la se 

observó a la edad de 2 semanas. Esto coincidió con la recuperación del crecimiento dado 

por el peso corporal en esta edad, función relacionada con la grelina, a pesar de que a nivel 

plasmático las concentraciones de dicha hormona no se modificaron. A la edad de 28 

semanas disminuyó la expresión del GHSR-la, por lo tanto, se sugiere que la expresión del 

GHSR-la en el hipotálamo se relaciona de manera inversa con la obesidad. La expresión 

del GHSR-la puede ser un blanco farmacológico en el tratamiento de la DM tipo2, ya que 

se ha propuesto que los antagonistas de dicho receptor disminuyen las concentraciones 

plasmáticas de glucosa en el ayuno y mejoran la tolerancia a la glucosa, lo que promueve la 

liberación de insulina y aumento de sensibilidad a la misma (Dezaki et al. , 2006; Esler et 

al. , 2007). Este receptor probablemente se encuentre sobre expresado a nivel del páncreas e 

hígado y no en el hipotálamo. 

Por otra parte, el NPY se ha identificado como un potente agente orexigénico sintetizado 

por las neuronas del ARC. La concentración plasmática de NPY en humanos varía desde 

0.25 hasta 129 pmol/L (Corder y Lowry, 1985; Grouzmann et al. , 1989). Igualmente, la 

medición de la concentración de NPY en la rata varía en la literatura desde 25 hasta 3000 

pmol/L. Probablemente porque el NPY no sólo ejerce su efecto en el hipotálamo, sino 

también en el sistema nervioso periférico, debido a sus diversas acciones biológicas, en las 

que se incluye la regulación cardiovascular, cognición, estrés, modulación del sistema 

neuroendocrino y regulación del apetito, por lo que podría modular diversas acciones 

biológicas a través de sus diferentes receptores. 

Hasta la fecha no existen estudios que demuestren el patrón de secreción de NPY a las 2 

semanas de edad. En el presente trabajo no se midieron las concentraciones del NPY en 

plasma, sin embargo, se esperaría que los niveles de NPY en hipotálamo se elevaran a las 2 

semanas de edad en las crías del grupo con BPN, ya que desde la vida posnatal temprana 

54 



-

... 

Discusión 

aumentaron su peso corporal. De forma similar, se esperaría que el nivel de expresión del 

NPY en el hipotálamo aumentara a las 12 y 28 semanas de edad en el grupo BPN+HL, ya 

que se sabe que el NPY obstaculiza la capacidad de la insulina para suprimir la producción 

de glucosa endógena a través de inervaciones eferentes simpáticas provenientes del PVN 

hacia el hígado (Kalsbeek et al. , 2004), disminuyendo la sensibilidad a la insulina hepática 

(Singhal et al. , 2007; Marks y Waite, 1997) y la producción de lipoproteínas de muy baja 

densidad (VLDL) (van den Hoek et al., 2004), situación que se hace evidente en el grupo 

BPN+HL a las 28 semanas de edad, ya que presentan hiperglucemia, resistencia a la 

insulina y alteración en el metabolismo de lípidos. Sin embargo, existen estudios en los que 

no se han encontrado diferencias significativas en las concentraciones de NPY en plasma 

de ratas alimentadas con dieta HL comparadas con el control (Wang et al. , 2007). Esto 

sugiere que los niveles de NPY en plasma a nivel periférico no son sensibles a los cambios 

nutricionales ni a la ingesta de alimento. Asimismo, se ha reportado que dietas HL, altas en 

grasas saturadas, producen sobre regulación en la expresión del NPY en comparación con 

dietas HL altas en grasas insaturadas, o bien, con dietas equilibradas (Huang et al. , 2004). 

En este trabajo, se observó que la expresión de receptor Yl fue mayor en la edad de 2 

semanas, momento en que se manifestó la recuperación del peso corporal sin influencia de 

la dieta HL. Por el contrario, se encontró que la expresión de este receptor disminuyó 

significativamente a las 12 y 28 semanas de edad en el grupo BPN+HL. Esta disminución 

podría ser el resultado de una regulación negativa en caso de que los niveles de NPY se 

encontraran elevados a las 12 y 28 semanas de edad. Esto sugeriría que la programación 

temprana de la ganancia de peso corporal y de la hiperfagia es consecuencia de la 

regulación alterada de la ingesta de alimento. Estas alteraciones se pueden atribuir a 

cambios en los niveles de expresión del receptor Yl hipotalámico involucrado en la 

regulación del gasto energético, potenciado por la ingesta de la dieta HL observada en la 

edad adulta, lo que podría significar que la disminución en la expresión del receptor Y 1 

está asociada a la inducción de obesidad y diabetes. De ser cierta esta hipótesis, y debido a 

que el nivel de expresión del receptor Yl aumentó significativamente a la edad de 2 

semanas en el grupo BPN, podríamos suponer que su efecto podría representar la capacidad 
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que tienen las crías a aumentar su peso corporal, dado por la posible hiperfagia que 

pudieron haber presentado estos animales y como consecuencia de la programación 

intrauterina. 

Con respecto a la 5-HT, se sabe que éste es un neurotransmisor que contribuye a la 

regulación del apetito. Diversas observaciones sugieren que la 5-HT puede estar 

involucrada en el control de la ingesta de alimento como una señal de saciedad (Lawton et 

al. , 1995). En el grupo BPN, los niveles de 5-HT tendieron a ser menores que en el grupo 

control a las 2 semanas de edad. Esta disminución en los niveles de 5-HT podría estar 

relacionada con la recuperación del crecimiento que se observó en este grupo, favoreciendo 

la ingesta de alimento a esta edad. La disminución en el nivel de 5-HT se acompañó del 

aumento en la expresión del receptor 5-HT1A, el cual es uno de los subtipos de receptores 

serotoninérgicos que está relacionado con el control de la ingesta de alimento (De Vry y 

Schreiber, 2000; Drevets et al., 1999; Goodnick et al. , 1995). El aumento en la expresión 

del receptor 5-HT1A puede interpretarse también como parte de las alteraciones en los 

mecanismos de control de la ingesta de alimento, inducidas por el BPN. 

Existen estudios que indican que la estimulación de los receptores 5-HT1A 

somatodendríticos inhibe el disparo en neuronas serotoninérgicas, disminuyendo así la 

liberación de 5-HT. Estas diferencias entre ambos grupos de animales puede deberse a la 

programación in utero reportada por varios estudios. Por lo tanto, se puede relacionar un 

nivel menor de 5-HT con un aumento en la expresión de receptor 5-HTiA- Asimismo, a las 

12 semanas de edad la expresión del receptor 5-HT1A del grupo BPN+HL disminuyó con 

respecto al control. Esto puede deberse a que, en esta edad, el control de la ingesta de 

alimento ya está alterado debido a que los receptores serotoninérgicos hipotalámicos no 

responden de manera adecuada a la 5-HT, al encontrarse disminuida su expresión. De esta 

forma, se puede entender el por qué a las 12 semanas los animales del grupo BPN+HL ya 

presentan tanto hiperfagia como obesidad, pues la 5-HT no puede inhibir la ingesta de 

alimento en un estado de obesidad ya desarrollado. En cuanto a la edad de 28 semanas, la 

presencia de alteraciones metabólicas e hiperglucemia son concordantes con la 

disminución, tanto de la concentración de 5-HT como de la expresión del receptor 5-HT1A 
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hipotalámico. Se sabe que la 5-HT regula la ingesta de alimento a través de la inhibición de 

la expresión del NPY, disminuyendo así el hambre (Halford y Blundell, 2000); sin 

embargo, al estar disminuida la 5-HT no puede ejercer su efecto anorexigénico, 

contribuyendo así a la hiperfagia con la consecuente obesidad. Además, la disminución de 

la 5-HT contribuye a la reducción en la secreción de insulina, lo que provocó 

hiperglucemia. Esto sugiere que la 5-HT y su receptor 5-HT1A están relacionados con la 

pérdida de la regulación de la ingesta de alimento, lo cual lleva a las alteraciones 

metabólicas observadas en este trabajo por efecto de la programación fetal por restricción 

del alimento. Estos resultados son congruentes con lo reportado en otro estudio en el que se 

observó que la ingesta de glucosa está relacionada con una menor respuesta a la 5-HT en el 

hipotálamo de ratas obesas, comparada con ratas de peso normal. 

La disminución observada en los niveles de 5-HT a las 28 semanas de edad en las ratas con 

BPN+HL, es similar a lo reportado por Sandrini et al. , (1997), quienes asocian la diabetes 

con la disminución en la concentración de 5-HT en el cerebro de la rata. Asimismo, se ha 

reportado que en un estado patológico como la diabetes, los niveles de expresión del 

receptor 5-HT1A se encuentran disminuidos, como se observó en este estudio. 

Es importante enfatizar que en este estudio se evaluaron los receptores 5-HT1A 

hipotalámicos, los cuales son postsinápticos. Por lo tanto, al disminuir su expresión a las 12 

y 28 semanas de edad, es probable que la 5-HT no pueda ejercer su efecto anorexigénico en 

el hipotálamo. Este mecanismo, aunado a las alteraciones en los receptores de grelina y 

NPY, podrían contribuir, tanto a la hiperfagia desde etapas tempranas del desarrollo en 

individuos con BPN, como el desencadenamiento de la DM tipo 2 observada en los 

animales con BPN+HL en etapa adulta. 
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8. CONCLUSIONES 

1. La interacción entre la desnutrición fetal y los factores posnatales, tales como el bajo 

peso al nacimiento, recuperación en el crecimiento y el consumo de la dieta 

hiperlipídica, representan factores de riesgo potenciales para el desarrollo de obesidad 

y DM tipo 2 en la vida adulta. 

2. La lactancia es un periodo crítico para la programación de desórdenes metabólicos, ya 

que la recuperación en el crecimiento, que ocurre a la segunda semana de edad 

posnatal, después de la desnutrición fetal , favorece la hiperfagia en ratas con bajo peso 

al nacimiento, promoviendo a esta edad la ganancia de peso corporal y probablemente 

la programación de la obesidad y DM tipo 2 en la vida adulta. 

3. La desnutrición fetal y la alimentación con dieta HL no modifican significativamente el 

patrón de secreción de grelina por el estómago ni la síntesis de 5-HT en el hipotálamo 

ante el aumento de peso, hiperfagia, obesidad y la presencia de DM tipo 2. 

Probablemente estos efectos están dados por la regulación de numerosos péptidos 

orexigénicos y neurotransmisores y por su interacción a nivel central. 

4. La programación fetal causada por la desnutrición materna induce, a las dos semanas 

de edad, aumento en la expresión de los receptores GHSR-la, 5-HT1A y Yl , en un 

estado de recuperación del crecimiento. Este patrón de expresión desaparece en estados 

patológicos tales como obesidad y DM tipo 2 (12 y 28 semanas de edad en la rata), en 

cuyos casos su expresión está disminuida. 

5. La desnutrición durante el desarrollo fetal y el consumo de una dieta hiperlipídica 

desde etapas tempranas de la vida, llevan a cambios desfavorables en los niveles de 

insulina, así como a la expresión desregulada dependiente de la edad de receptores y 

neurotransmisores relacionados con el balance energético, además de cambios en las 

concentraciones de lípidos. Estos cambios observados predisponen a un organismo a 

desarrollar obesidad y DM tipo 2 en la vida adulta. 
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10. ANEXOS 

10.1 Principio del método enzimático colorimétrico para la cuantificación 

de colesterol en plasma. 

Este método se basa en la determinación de la ~ 4-colestenona tras el desdoblamiento 

enzimático de los ésteres de colesterol por la colesterol-esterasa, después de la 

transformación del colesterol por la colesterol-oxidasa, así como la medición subsiguiente 

del peróxido de hidrógeno formado a través de la reacción de Trinder. Bajo la acción 

catalítica de las peroxidasas, el peróxido de hidrógeno formado reacciona con 4-

aminofenazona y fenol para formar un colorante rojo. La intensidad cromática es 

directamente proporcional a la concentración de colesterol y se mide fotométricamente. El 

analizador calcula automáticamente la concentración en cada muestra. La sensibilidad 

analítica es de 0,08 mmol/1 (3 mg/dL). 

10.2 Principio del método enzimático colorimétrico para la cuantificación 

de triglicéridos en plasma. 

Este método emplea una lipasa lipoproteínica obtenida de microorganismos para hidrolizar 

completa y rápidamente triglicéridos a glicerol, con la oxidación subsiguiente a 

dihidroxiacetonafosfato y peróxido de hidrógeno. El peróxido de hidrógeno formado 

reacciona bajo la acción catalítica de la peroxidasa con la 4-aminofenazona y 4-clorofenol 

para formar un colorante rojo en una reacción de punto final. La intensidad del colorante es 

directamente proporcional a la concentración de triglicéridos y se mide fotométricamente. 

El analizador calcula automáticamente la concentración en cada muestra. La sensibilidad 

analítica es de 0,05 mmol/1 ( 4 mg/dL ). 
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10.3 Detección de insulina y grelina en plasma por el método de ELISA 

Este ensayo de ELISA es una técnica cuantitativa de Sandwich basada en: 1) la captura de 

moléculas de insulina/grelina (Forma activa) en la muestra por IgG anti-insulina/grelina y 

la inmovilización del complejo resultante en los pozos de una placa de microtitulación 

recubiertos por una cantidad predeterminada de anticuerpos, 2) y la unión simultánea de un 

segundo anticuerpo biotinilado contra insulina/grelina, 3) lavado de los anticuerpos no 

unidos, seguida de la conjugación de la peroxidasa de rábano picante a los anticuerpos 

inmovilizados biotinilados, 4) lavado de la enzima libre, y 5) la cuantificación de los 

conjugados inmovilizados anticuerpo-enzima por la actividad de la peroxidasa de rábano 

picante en presencia del sustrato 3,3 ', 5,5'-tetra-metilbenzidina. La actividad enzimática se 

mide espectrofotométricamente por el aumento de la absorbancia a 450 nm, corregido de la 

absorbancia a 590nm, después de la acidificación de los productos formados . 

A cada placa se le agregó 10 µL de cada estándar (0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20 y 30 ng/mL), 10 

µL de controles de calidad 1 y 2, y 1 O µL de muestra por pozo por duplicado. Se agregó 50 

µL de antisuero de insulina o grelina a todos los pozos utilizados. Las placas se cubrieron e 

incubaron por 2 horas a TA de 20-25° C en agitación constante. Cada placa se decantó y 

lavó con 300 µL de buffer de lavado por pozo 3 veces. A todos los pozos se les agregó 100 

µL de anticuerpo biotinilado. Las placas se cubrieron e incubaron por 1 hora a TA 20-25° C 

en agitación constante. Cada placa se decantó y con 300 µL buffer de lavado por pozo 3 

veces. Se agregó 100 µL de conjugado estreptavidina-peroxidasa de rábano prediluido. Las 

placas se cubrieron e incubaron por 30 min a TA 20-25º C en agitación constante. Cada 

placa se decantó y lavó con 300 µL buffer de lavado por pozo 6 veces. Se agregó 100 µL de 

sustrato 3, 3 ', 5, 5' -tetrametilbenzidina. Las placas se cubrieron e incubaron por 15 min a 

TA 20-25º C en agitación constante y en la oscuridad. Se agregaron 100 µL de solución de 

paro de ácido clorhídrico (HCl 0.3 M) por pozo y se determinó la D.O a 450 nm y después 

de 5 min se determinó la D.O. a 590 nm de cada placa, utilizando un lector para placas para 

ELISA (Labsystem, MUL TISKAN EX). La concentración de hormonas en plasma se 
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determinó interpolando el promedio de las absorbancias por cada muestra dentro de la 

curva estándar generada para cada hormona. 

10.3.1 Cuantificación de insulina en plasma 

Para la determinación de la concentración de insulina en plasma de los grupos control y 

provenientes de desnutrición materna, grupo BPN a las 2 semanas de edad y después de 

haber sido alimentadas con la dieta HL a las 12 y 28 semanas de edad se realizó una curva 

patrón de 0.2-1 O ng/mL (Figura 16), para lo cual se utilizó el estuche comercial de 

Millipore para insulina, No. Cat. EZRMI-13K. La sensibilidad analítica es de 0.2 ng/mL 

(35 pM) y la especificidad del 100% para insulina de rata. Las concentraciones de los 

controles de calidad fueron de 0.67-1.40 ng/mL y de 1.94-4.03 ng/mL. 
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10.3.2 Cuantificación de grelina en plasma 

Para la determinación de la concentración de grelina en plasma de ratas macho de los 

grupos control y provenientes de desnutrición materna, grupo BPN a las 2 semanas de edad 

y después de haber sido alimentadas con la dieta HL a las 12 y 28 semanas de edad se 

realizó una curva patrón de 25-2000 pg/mL (Figura 17), para lo cual se utilizó el estuche 

comercial LINCO Research para grelina, No. Cat. EZRGRA-90K. La sensibilidad analítica 

es de 6 pg/mL y la especificidad del 100% para grelina de rata. Las concentraciones de los 

controles de calidad fueron de 31-65 pg/mL y 256-533 pg/mL. 
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Figura 17. Curva-patrón para la grelina de 25-2000 pg/mL 
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10.4 Cuantificación de 5-HT en hipotálamo 

Para obtener la cantidad de 5-HT generada en el hipotálamo de ratas control y provenientes 

de la desnutrición materna a las edades de 2, 12 y 28 semanas de edad, se integró el área 

bajo la curva de los picos correspondientes de los estándares de distintas concentraciones. 

En la Figura 18 se observa un cromatograrna representativo obtenido con el detector EC, en 

el que se aprecia la 5-HT con un tiempo de retención aproximado de 1 O minutos. Para 

poder cuantificar la concentración equivalente del área bajo la curva, se realizó una curva 

patrón para 5-HT (Figura 19). 
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Figura 18. Cromatograma electroquímico (800 m V). Cromatogramas representativos de A) Animal control a las 2 
semanas de edad y B) Animal con BPN a las 2 semanas de edad. Los picos corresponden a la 5-HT en 
hipotálamo. 
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Figura 19. Curva-patrón para la 5-HT de 20-640 pg. 

10.5 Cuantificación de proteínas por el método del BCA 

Anexos 

Para la cuantificación de proteínas se utilizó el BCA ™ Protein Assay Kit de PIERCE. Se 

descongelaron los botones y se lavaron 3 veces con buffer PBS. Finalmente se adicionaron 

60 µL de PBS por cada 1 O µg de tejido pesado inicialmente. Las muestras se centrifugaron 

a 18 928 x g (13 000 rpm) a 4 ºC durante 1 O min. Se utilizó una microplaca para el análisis. 

En cada pozo se adicionaron 20 µL de H20 desionizada estéril y 5 µL de la muestra 

problema. Cada muestra se analizó por duplicado. Además, se colocaron 25 µL de los 

estándares de albúmina (BSA) (25-2,000 µg/mL) para la realización de la curva patrón. 

Adicional a cada pozo se le agregaron 200 µL de la mezcla de reactivo (relación 1 :50). La 

placa se cubrió y se incubó a TA durante 30 min. Se midió la absorbancia a 562 nm. 

El BCA es una sal sódica capaz de formar un complejo púrpura intenso con iones Cu1
+ en 

medio alcalino. Así se cuantifica el ion cuproso producido en una reacción entre las 

proteínas con Cu2
+ en medio alcalino. 
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10.6 Cuantificación del RNA total 

Una vez extraído el hipotálamo, se aisló el RNA por el método de TRIZOL® y se determinó 

la pureza y la concentración del RNA por medio de espectrofotometría. Se cuantificó 

utilizando un equipo automatizado nano-Drop (modelo ND-1000 spectrophotometer), las 

concentraciones se obtuvieron en ng/µL. Las muestras de RNA se leyeron a una longitud de 

onda de 260 y 280 nm para obtener el grado de pureza y obtener el cociente: A26o/A2so=l.8-

2.0. Siendo los valores anteriores indicadores de RNA libre de proteínas. 

10.7 Determinación de la integridad del RNA total 

Para determinar la integridad del RNA total extraído, las muestras se sometieron a 

electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio en 

condiciones no desnaturalizantes, para lo cual se mezclaron 2 g de agarosa (Invitrogen) en 

100 mL de buffer TBE lX (Tris-borato 0.089 M, pH 8.3 y EDTA 0.02 mM) y 1 µL de 

bromuro de etidio (10 mg/mL). Se mezclaron 2 µL de muestra y 3 µL de buffer de carga 

(azul de bromofenol 0.05%, 0.05% Xilen cianol, 30% glicerol en ddH20-DEPC) y se 

colocaron en los pozos del gel. La electroforesis se corrió a 90 Voltios durante 60 min. Los 

fragmentos de RNA se visualizaron mediante un transiluminador (Gel Logic 200 Imaging 

system Kodak) con radiación UV a 260 nm. La integridad del RNA se determinó 

observándose las bandas ribosomales 28S y 18S (Figura 20). 
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Figura 20. Integridad del RNA de tejido hipotalámico de ratas macho. El RNA total se analizó en geles de agarosa 
al 2%, marcado con bromuro de etidio, separación a 75 Voltios por 60 minutos. 
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10.8 Expresión del mRNA de los receptores 5-HTIA, GHSR-la y Yl 

Para determinar el efecto de la restricción del alimento en la gestación y el posterior 

consumo de la dieta HL sobre la expresión en los en los niveles de expresión del mRNA de 

los receptores 5-HT1A, GHSR-la y Yl en el hipotálamo de los grupos de trabajo, se aisló el 

RNA total y se consideró la concentración de 2 µg para realizar la obtención de cDNA y la 

reacción de RT-PCR. Para establecer condiciones óptimas para la reacción de los oligos, se 

realizó un gradiente de temperaturas para determinar la temperatura de alineamiento. Se 

determinó que para los cuatro oligos (incluyendo el de normalización), la temperatura de 

60º C era la adecuada. Para el análisis se combinaron tres muestras de tejido hipotalámico. 

En la Figura 21 se muestra un gel representativo del corrimiento de los productos de la 

PCR. 

A) 
Grupo control 
2 3 1 

600 

Ghsr la Tubulina 
500 

5-HTlA 
400 

300 Yl 

B) 
Grupo BP~ 

100 PB 1 '"'I 1 2 

600 
Ghsr la Tubuli na 
5-HTlA 500 

400 

300 Yl 

Figura 21. Gel representativo de los productos de PCR de animales de 2 semanas de edad. A) Genes que codifican 
para los receptores GHSR-Ja (449 PB), Yl (73 PB), 5-HTJA (297 PB) y el gen constitutivo de tubulina (370 PB) 
del grupo control. B) Genes que codifican para los receptores GHSR-Ja (449 PB), Y! (73 PB), 5-HTJA (297 PB) y 
el gen constitutivo de tubulina (370 PB) del grupo con BPN. 
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