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Resumen

El desarrollo temprano constituye una etapa vital caracterizada por una elevada sensibilidad
a los factores ambientales. Asi, se pueden encontrar diversos estudios epidemioldgicos en humanos y
modelos experimentales en animales que han aportado fuertes evidencias de que una alteraciéon
nutricional a lo largo de esta etapa, conduce al nacimiento de una descendencia con una mayor
susceptibilidad a padecer enfermedades crénicas en su vida adulta. Entre éstas, debido a su elevada
prevalencia, es de especial interés destacar la obesidad. En el presente trabajo se ha realizado una
revision bibliografica sobre las principales causas y factores que parecen conducir a esta mayor
prevalencia de la obesidad en la descendencia de madres sometidas a una restriccién caldrica
durante la gestacién. Concretamente, se ha destacado la importancia del sistema nervioso y de la
hormona leptina en la homeostasis energética y se han descrito diversas alteraciones en estos
sistemas que podrian ser causa del mayor riesgo de padecer obesidad en la adultez. También se
destaca la importancia de la epigenética y las modificaciones encontradas en estudios realizados bajo
dichas condiciones, que podrian contribuir a esta mayor susceptibilidad de padecer obesidad. La
revisién bibliografica también se ha centrado en la busqueda de posibles estrategias para revertir los
efectos de la restriccién caldrica durante la gestacidon, destacando por su evidencia probada en
modelos animales, la suplementacion postnatal con leptina.

Finalmente, se ha realizado un pequefio estudio experimental basado en un modelo animal
con ratas gestantes sometidas a una restriccién calérica moderada durante los 12 primeros dias de
gestacion. Tras un estudio de expresion génica y un estudio morfoldgico, a partir de muestras
procedentes de la descendencia a una edad de 6 meses considerada adulta, los resultados han
mostrado una serie de alteraciones en el metabolismo y morfologia del tejido adiposo que sugieren
que el efecto de la restriccidn calérica durante la gestacidon conduce a una mayor adiposidad en este
tejido y por tanto, a un mayor riesgo de padecer obesidad en la descendencia adulta respecto a
animales controles.

1. Introduccioén

El desarrollo fetal constituye un proceso de vital importancia que transcurre en el Utero
materno, a lo largo del cual se llevan a cabo toda una serie de acontecimientos que permiten
finalmente el nacimiento de un ser completamente formado. Durante la vida fetal se producen una
serie de etapas criticas que corresponden con el desarrollo de determinadas estructuras y/o
funciones fisioldgicas del feto, que representan momentos clave para un buen desarrollo temprano.
En estas etapas, los genes desencadenan un papel muy importante, sin embargo, estudios en
modelos animales y evidencias epidemioldgicas en humanos®, muestran una importante influencia
de las condiciones del ambiente intrauterino en este proceso, actuando incluso como factores
limitantes del desarrollo. Entre estos factores encontramos principalmente el aporte de nutrientes y
oxigeno. De esta manera, una restriccion o un exceso de algunos nutrientes durante etapas criticas
del desarrollo van a conducir a una serie de adaptaciones fisiolégicas, metabdlicas y/o hormonales en
el feto. Se tratan de adaptaciones producidas en la vida fetal temprana en respuesta a un ambiente



adverso, conocidas como programacién. La programacion tiene el objetivo de permitir o maximizar la
supervivencia del feto en un ambiente desfavorable, sin embargo, puede conllevar una importante
repercusion a largo plazo, en su futura vida adulta’.

Concretamente, numerosas evidencias obtenidas tras estudios epidemiolégicos en humanos
y en modelos animales, muestran que las condiciones nutricionales a las que se somete el feto a lo
largo de su desarrollo, tienen una elevada influencia sobre diversas enfermedades crdénicas en su
vida adulta®. Entre éstas pueden destacarse, principalmente, enfermedades cardiovasculares,
obesidad, diabetes, etc., y son consecuencia de una programacion temprana del organismo.

Las primeras observaciones se desencadenaron tras un estudio epidemiolégico sobre las
consecuencias de la hambruna holandesa que tuvo lugar durante la segunda guerra mundial®. En
este estudio se demostrd que los nifios nacidos de madres que habian padecido una mala nutricién,
concretamente una nutricién pobre, durante los dos primeros trimestres de gestacidon, eran mas
propensos a desarrollar obesidad en su vida adulta, respecto a individuos controles, sugiriendo de
esta manera el origen fetal de esta patologia.

A raiz de estos hallazgos, son muchos los estudios que se han realizado, y se contintan
realizando actualmente, con el objetivo de conocer las causas y los factores por los que las
alteraciones nutricionales durante el desarrollo fetal conducen a un mayor riesgo de padecer
enfermedades crénicas en la vida adulta. Ademds, muchos de estos estudios estan dirigidos a
estudiar, concretamente, la programacion de la obesidad, debido a que esta patologia es,
lamentablemente, una de las mas comunes en nuestra sociedad.

2. Objetivos

La obesidad se trata de una patologia de elevada prevalencia en la sociedad, relacionada
también con multiples complicaciones secundarias. Ademas, estudios predictivos indican que, con el
paso del tiempo, el nimero de incidencias va a ir en aumento, dando lugar a una alarmante
prevalencia de futuro que ha convertido a la obesidad en un importante foco de estudio.

El hecho de tratarse de una patologia multifactorial relacionada tanto con factores genéticos
como ambientales y que por tanto, su origen pueda iniciarse en etapas tempranas del desarrollo, ha
conducido a que muchas investigaciones hayan sido encaminadas hacia el estudio de las posibles
causas y factores implicados en la programacién metabdlica de esta patologia durante la gestacion,
con el fin de encontrar terapias preventivas para la obesidad y poder asi evitarla desde etapas
tempranas.

Debido a la gran prevalencia de la obesidad en nuestra sociedad, los objetivos del presente
trabajo incluyen realizar una revisidn bibliografica sobre el fenémeno de la programacién metabdlica
temprana y sobre los posibles factores y condiciones que, durante la etapa gestacional, pudieran
afectar al riesgo de padecer obesidad en la vida adulta. Concretamente, el trabajo se centra en los
efectos de una restriccién caldrica durante la gestacidn, asi como en el estudio de posibles
estrategias que pudieran revertir los efectos de la programacion.



Ademas, el presente trabajo también incluye un estudio experimental llevado a cabo en el
laboratorio. Concretamente, se trata de un modelo de experimentacién animal donde se someten a
ratas gestantes a una restriccidon calérica moderada durante los 12 primeros dias de gestacién. El
objetivo de dicho estudio es determinar, en las crias descendientes, si estas condiciones han tenido
un efecto sobre el desarrollo del tejido adiposo blanco, debido a la relevancia de éste en el desarrollo
de la obesidad. Para cumplir con dicho objetivo, a partir de muestras de tejido adiposo blanco
retroperitoneal, se ha realizado la caracterizacion morfoldgica y la determinaciéon de la expresién
génica de tres genes de especial interés en el metabolismo de este tejido y en el control de las
reservas grasas.

3. Revision bibliografica sobre la programacion
metabolica de la obesidad por alteraciones
nutricionales durante la gestacion

3.1. Busqueda bibliografica

Con el fin de abarcar los objetivos del trabajo, se ha llevado a cabo una exhaustiva busqueda
bibliografica que puede encontrarse resumida en la figura 1.

En primer lugar, se comenzd realizando una primera busqueda en la base de datos de
PubMed para obtener una primera vision global acerca de las cuestiones a tratar en el trabajo. Para
ello se utilizaron las palabras clave “Programming AND Obesity AND Energy restriction” y se
restringié la busqueda a aquellos articulos publicados a partir del afio 2000. El resultado fueron 43
articulos, entre los cuales se seleccionaron 17 en funcion del titulo de éstos. Posteriormente, se
realizd una segunda busqueda en la misma base de datos para profundizar mas en el tema, con las
palabras clave: “Maternal undernutrition AND Adipose tissue” y, nuevamente, restringiendo la
busqueda a aquellos articulos publicados a partir del 2000. El resultado obtenido fueron 104
articulos, de manera que, segun el titulo, se descartaron 72. Posteriormente, se procedid a leer los
resimenes de los 49 articulos seleccionados de ambas busquedas. Entre éstos, Unicamente 20
fueron seleccionados como articulos potencialmente Utiles para la realizacion de trabajo. Sin
embargo, tras la lectura completa de estos articulos, en funcién de su contenido total y por ser los de
mayor relevancia para los temas a tratar, tan solo 6 fueron seleccionados como bibliografia. Ademas,
es de destacar que, a partir de las referencias incluidas en estos 6 articulos, se seleccionaron 27
articulos mas que permitian ampliar la informacion para determinados puntos mas concretos.

Seguidamente se realizé una tercera busqueda en la base de datos de Google Scholar con las
palabras clave “Programacion fetal malnutricion”. El resultado fue de 789 articulos organizados en 9
articulos por pagina. De esta manera, se hizo una revision de las 5 primeras paginas de resultados y
se seleccionaron, segun el titulo, 27 articulos, de los cuales Unicamente 5 resultaron ser
potencialmente relevantes en funcion del abstract. No obstante, tras la lectura de estos 5 articulos,
en funcién del contenido, se seleccionaron Unicamente 2.



A partir de estas tres primeras busquedas bibliogréficas, se abarcé una gran cantidad de
informacidn para comenzar a redactar el trabajo. Sin embargo, fue necesario llevar a cabo dos
busquedas mds en Google Scholar para obtener mas informacidén sobre dos temas en concreto: la
prevalencia de la obesidad adulta en la poblacidn espaiiola y los mecanismos de regulacion de la
homeostasis energética. De esta manera, en una primera busqueda se utilizaron las palabras clave
“Regulacién homeostasis energética” y en una segunda busqueda “Prevalencia obesidad adulta
espanola”. En ambos casos se revisaron los titulos de 3 paginas y posteriormente, se seleccionaron
en funcién del abstract y del contenido, un total de 4 articulos.
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Figura 1. Diagrama de la busqueda bibliografica llevada a cabo para obtener la informacion necesaria para la
realizacidn del trabajo.

Por tanto, para la elaboracién de la parte bibliografica de este trabajo se han utilizado
finalmente 39 articulos cientificos que han permitido tratar los temas necesarios para lograr los
objetivos del trabajo.

3.2. Obesidad

Desde un punto de vista fisioldgico, la obesidad se caracteriza por un incremento patoldgico
de la grasa corporal, almacenada como tejido adiposo blanco, producido por un balance energético
positivo. Esta patologia se define como una enfermedad multifactorial, pues este desequilibrio
energético puede ser debido tanto a factores ambientales (dieta, actividad fisica, etc.), como a
factores genéticos. De esta manera, la respuesta de cada individuo a una determinada dieta o
factores ambientales puede variar considerablemente en funcién de las caracteristicas genéticas de
sus mecanismos de control de peso corporal *°.

Cuando se produce un balance energético positivo, como en el caso de la obesidad, la
energia en exceso debe ser almacenada en forma de grasa. Para ello, se destacan dos procesos



distintos: la adipogénesis y la lipogénesis’. Por un lado, la adipogénesis se caracteriza por un
incremento en el nimero de adipocitos por diferenciacion y compromiso de las células madre
adiposas. Esta diferenciacion de preadipocitos a adipocitos esta regulada por diversos factores de
transcripcién adipogénicos, como son los factores PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor-
v), CEBPa,B,y (CCAAT/enhancer binding protein), SREBP1c (sterol regulatory element-binding protein
1c), entre otros. Por otro lado, la lipogénesis esta caracterizada por un incremento en el tamafio de
los adipocitos, que depende de la sintesis y almacenamiento de triglicéridos en los adipocitos
maduros. A pesar de ser dos mecanismos diferentes, ambos procesos conducen finalmente, a un
aumento del tejido adiposo.

3.2.1. Prevalencia de la obesidad

Uno de los estudios mas recientes acerca de la prevalencia de la obesidad en nuestro pais fue
realizado en el afio 20115, Los resultados muestran una prevalencia del 13,6% en individuos entre 18
y 60 afios, sin encontrarse diferencias entre sexos. Ademas, el mismo estudio indica que un 54,7% de
la poblacién presenta obesidad central y riesgo cardiovascular. Asimismo, Espafia se encuentra en
una posicidn intermedia respecto al resto de paises, considerando la prevalencia a la obesidad en
China de un 2,9% y en Estados Unidos de un 32,2%.

Ademads, en comparacion con otros estudios realizados en afios anteriores, la situacién actual
muestra un importante empeoramiento®. De esta manera, si no se toman medidas al respecto y se
mantiene el mismo ritmo de crecimiento, se estima que en el afio 2030 la poblacién americana
podria incluso llegar a presentar un 100% de obesidad. De la misma manera, para ese mismo afo en
Espafia, se estima que la prevalencia en mujeres sea de un 37% y en hombres de un 33%.

Estos datos confirman la preocupacién existente ante esta patologia y el gran interés por
parte de la comunidad cientifica en encontrar terapias preventivas desde las primeras etapas de vida.

3.3. Homeostasis energética: mecanismo de regulacion del
peso corporal

Debido a que la obesidad se trata de una enfermedad producida por una alteracion en el
balance energético, es esencial conocer en primer lugar el funcionamiento por el cual el organismo
mantiene una homeostasis energética y poder, posteriormente, determinar las posibles
modificaciones existentes en esta patologia.

La homeostasis energética constituye un proceso de vital importancia en el organismo, pues
permite el adecuado funcionamiento celular y el mantenimiento del equilibrio entre la energia
almacenada y su catabolismo. El principal objetivo de esta regulacion es permitir un crecimiento
adecuado y mantener un peso apropiado a lo largo de las diferentes etapas de la vida®.

Para llevar a cabo la regulacion del peso corporal en un organismo, es necesaria la
coordinacion de diferentes estructuras que incluyen desde el sistema nervioso, tanto central como
periférico (concretamente el sistema simpdtico), hasta la participacion de diferentes tejidos,
destacando el papel del tejido adiposo como principal reservorio de energia en el organismo’.



En primer lugar, la implicacidn del sistema nervioso simpatico (SNS) en el balance energético
se basa principalmente en su papel a nivel de tejido adiposo blanco. Concretamente, la principal
funcién del SNS en este tejido es la estimulacién de la movilizacidn de lipidos (lipdlisis) y la regulacion
en la proliferacién de los adipocitos. Este ultimo efecto es mediado por la norepinefrina (NE),
principal neurotransmisor en el tejido adiposo que actua inhibiendo la proliferacidon de este tipo
celular'® .

En segundo lugar, se destaca al sistema nervioso central por su funcidon clave en la
homeostasis energética. Esto es debido a que es el encargado de recibir las multiples y constantes
sefales procedentes de tejidos periféricos que indican el estado energético del organismo.
Concretamente, se resalta la funcién del hipotalamo como principal centro integrador de seiales.
Consecuentemente, esta estructura, situada en la base del cerebro, es la encargada de elaborar una
respuesta adecuada, basada en cambios a nivel de metabolismo y de conducta, con el objetivo de
mantener el balance energético en el organismo™.

El hipotalamo estd formado por diversas areas o nucleos que lo caracterizan: el nucleo
arcuato (ARC), el nucleo paraventricular (PVN), el hipotdlamo dorsomedial (DMH), el hipotdlamo
ventromedial (VMH) y las areas hipotaldmicas laterales (LHA)™. El nicleo arcuato es considerado el
principal punto de recepcién de las sefiales endocrinas transmitidas por la sangre. En éste podemos
diferenciar dos poblaciones neuronales diferentes: aquellas que expresan neuropéptidos
anorexigenos (con funciones catabdlicas), como la propiomelanocortina (POMC) y el péptido
regulador de la transcripcion de la cocaina y anfetamina (CART); y aquellas que expresan
neuropéptidos orexigenos (con funciones anabdlicas), como el neuropéptido Y(NPY) y la proteina
relacionada con agouti (AgRP). La expresion de unos u otros, viene determinada por el tipo de
sefiales que recibe el hipotalamo™".

No obstante, es importante destacar que ademas del nucleo arcuato, también es necesaria la
participacién y conexién de otros nucleos hipotaldmicos y areas del cerebro, como el tronco cerebral
para lograr la homeostasis energética. De esta manera, existe una importante red de comunicaciones
entre todas estas regiones, revelando la complejidad de este proceso®*'.

Hasta hace poco, la investigacion sobre el balance energético y la obesidad estaba enfocada a
las vias neuroendocrinas implicadas en la regulacién hipotaldmica de la homeostasis energética. Sin
embargo, tras las evidencias del papel del tejido adiposo como érgano endocrino, este tejido se ha
convertido en el centro de las investigaciones. Y es que, ademas de ser el principal reservorio de
energia, el tejido adiposo blanco es un importante tejido endocrino que sintetiza un gran nimero de
hormonas y citoquinas, denominadas con el nombre de adipoquinas, que participan en la regulacién
metabdlica del organismo. Entre estas hormonas producidas por el tejido adiposo, la leptina es la de
mayor relevancia en cuanto a la homeostasis energética®.

La leptina es una hormona peptidica de 167 aminoacidos codificada por el gen Ob, expresado
principalmente por los adipocitos de manera proporcional al volumen de acidos grasos acumulados
en éstos. De esta manera, unos niveles circulantes de leptina altos revelan un estado energético
elevado. Su principal funcion en la homeostasis energética es actuar a nivel de sistema nervioso
central, modificando la conducta alimentaria y con ello, el balance energético. Para poder llevar a
cabo esta accidn, la leptina circulante debe en primer lugar atravesar la barrera hematoencefilica, a
través de transportadores especificos, permitiendo asi su circulacion por el fluido cerebroespinal.
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Posteriormente, la leptina actla sobre el nicleo arcuato del hipotalamo gracias a la presencia de
receptores especificos para la leptina (Ob-Rb). La interaccién de la hormona con su receptor conduce
a un incremento en la expresién de los neuropéptidos anorexigenos POMC y CART y a una reduccién
los niveles de los neuropéptidos orexigenos NPY y AgRP .

Por una parte, los efectores catabdlicos van a conducir a una reduccién de la adiposidad a
través de la inhibicién del apetito y a la estimulacidn del gasto energético. Por otra parte, la
disminucién de los efectores anabdélicos contribuye a la lipdlisis del tejido adiposo. Concretamente, el
NPY y la AgRp actuan estimulando la ingesta de alimentos. Por tanto, el efecto inhibidor de la leptina
sobre estos neuropéptidos contribuye a la disminucién del apetito. Ademads, el NPY también ejerce
un efecto inhibidor sobre la termogénesis, por lo que una disminucidn en su expresidon conlleva a un
aumento de este proceso y por tanto, a un mayor gasto energético. De esta manera, los efectos de la
leptina contribuyen finalmente a una disminucién del peso corporal >**.

Ademads, es importante recordar, como ya se ha comentado, que existe una importante
conexién entre las diferentes dreas hipotaldmicas. De esta manera, tras la llegada de la leptina al
nucleo arcuato, sus efectos van a ser proyectados desde este nucleo hacia otras dreas hipotalamicas,
donde se conduce finalmente a la elaboracién de una respuesta adecuada. (Figura 2)

integrated responses to
feeding
T expenditure

/

feeding,
T GIT afferents

T leptin, insulin
GIT hormones

Figura 2. Representacion esquematica de la regulacion del balance energético en el sistema nervioso
central. El aumento de los niveles circulantes de factores que indican un estado nutricional elevado,
como la leptina, estimulan en el nucleo arcuato del hipotdlamo (ARC) la produccién de los
neuropéptidos anorexigenos CART y POMC vy la inhibicidn de los neuropéptidos orexigenos NPY y AgRP.
Estas sefales se proyectan desde el nucleo arcuato hacia otros nucleos del hipotalamo (PVN, LHA,
DMN), donde se elabora una respuesta adecuada para modificar la ingesta e incrementar el gasto
energético, manteniendo asi un peso corporal estable. Como puede observarse, también hay una
implicacién de otras regiones cerebrales, como el tronco cerebral "
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Por tanto, podemos determinar que a través de la leptina, el hipotdlamo desencadena una
importante cascada de sefiales que ejercen un efecto regulador sobre el balance nutricional del
organismo a través de la modulacién de la ingesta y del metabolismo. Estos efectos han sido
demostrados gracias a la realizacién de estudios basados en modelos de ratones deficientes en el gen
codificante de la leptina (ratones ob/ob), donde se muestra que estos animales desarrollan un
fenotipo obeso™.

De esta manera, si la leptina desarrolla un papel tan importante en el balance energético,
puede esperarse que su funcién se vea alterada en la obesidad. Estudios en humanos han mostrado
que, salvo en algunos casos, la produccién de leptina no se ve afectada por esta patologia, de
manera que las alteraciones podrian ser debidas a fallos en el transporte de esta hormona hacia el
fluido cerebroespinal, o bien en la sefalizacidn intracelular de la leptina, conduciendo de esta
manera a una hiperleptinemia y resistencia a esta misma, principal caracteristica de la obesidad™.

Por otro lado, es importante destacar a la insulina como otro factor indicativo importante del
estado nutricional del organismo y que participa en el balance energético. Esta hormona es liberada
en respuesta a una ingesta y su principal efecto en el sistema nervioso central, tras atravesar la
barrera hematoencefdlica, es contribuir a la regulaciéon de la ingesta caldrica. Concretamente, la
insulina liberada tras un aporte de nutrientes actia disminuyendo la ingesta. Este hecho ha sido
comprobado mediante experimentos donde se observd que la disminucidn de los niveles cerebrales
de insulina genera un aumento de peso’. Esto permitié clasificar a la insulina como agente
anorexigeno. No obstante, podria resultar confuso el hecho de que la insulina es considerada como la
principal hormona anabdlica del organismo. Sin embargo, es ldgico relacionar que tras una ingesta, la
insulina almacena la energia en los diferentes depdsitos del organismo, al mismo tiempo que indica
al sistema nervioso central la presencia de suficiente energia para conducir a la inhibicién de la
ingesta.

Finalmente, debido a su papel como principal tejido de reserva energética, el tejido adiposo
tiene también una importante implicacidon en la regulacién del peso corporal. De esta manera, se
han determinado efectos paracrinos y autocrinos de la leptina sobre los adipocitos, a través de la
presencia de su receptor (ObRb) en éstos. Concretamente, un estudio realizado en ratones
suplementados con leptina®, demostré que esta hormona disminuye la tasa de sintesis de acidos
grasos y aumenta la actividad de las enzimas participantes en el ciclo de Krebs, contribuyendo a una
mayor tasa de oxidacion de glucosa y acidos grasos, es decir, a un mayor gasto energético. Sin
embargo, un estudio realizado in vitro con adipocitos humanos®®, no mostré un aumento de la
lipdlisis en estas células, tal y como si ocurre en ratones, pero si se observé una disminuciéon de la
lipogénesis, posiblemente debido a una menor captacién de glucosa, contribuyendo de igual modo a
una menor adiposidad en el tejido.

Por tanto, la homeostasis energética y la regulacién del peso corporal se trata de un
complicado proceso muy bien regulado donde participan diversos factores y sistemas. Asimismo, es
un importante campo de estudio, ya que interesa conocer su funcionamiento para posteriormente
investigar posibles estrategias para solucionar alteraciones en este sistema, como ocurre en el caso
de la obesidad.
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3.4. Efectos de una malnutricion durante la gestacion sobre
el desarrollo fetal

Las investigaciones pioneras sobre el efecto que ejercen los factores nutricionales sobre el
desarrollo fetal fueron de la mano de David J. P. Barker. Los resultados de dichos estudios mostraron
que las condiciones nutricionales durante estadios criticos del desarrollo afectan a la susceptibilidad
de padecer enfermedades crénicas en la vida adulta, lo que Illevé a Barker a proponer la hipdtesis del
origen fetal de enfermedades del adulto’, entre las que se incluye la obesidad.

A pesar de ser la restriccion calérica uno de los objetivos del presente trabajo, es importante
tener en cuenta que al hablar de una malnutricién durante la gestacion se incluye también, ademas
de una privacién de alimentos, un exceso de éstos. De esta manera, es interesante destacar también
algunos de los efectos a los que puede conducir una sobrealimentacién durante el desarrollo fetal.

Modelos experimentales en animales han demostrado que la obesidad durante la gestacién
induce una potenciacién de la adipogénesis en las crias, a lo largo de su desarrollo, resultando en un
mayor tejido adiposo’. Este hecho ha sido demostrado por una elevada expresién del factor
adipogénico PPARy y una baja expresidn de correpresores de dicho factor.

También se han presentado diversos modelos experimentales basados en la induccién de
obesidad, mediante dietas ricas en carbohidratos y grasas, a ratas embarazadas®. Los resultados
muestran una descendencia con hiperfagia, disminucidon de la locomocién y elevada adiposidad
abdominal y, a los tres meses de vida, hipertensidon arterial, disminucién de la masa muscular,
disfuncion endotelial y una hiperinsulinemia que conduce a una intolerancia a la glucosa
aproximadamente a los 6 meses de vida.

Por otro lado, respecto a los estudios realizados en condiciones de restriccion calérica
durante la gestacién, es de destacar aquellos llevados a cabo por Barker y su equipo a partir de

L1718 | 3 realizacion de estos estudios en diferentes areas

estudios epidemioldgicos en humanos
geograficas permitié a Barker establecer una fuerte relacion entre unas condiciones de vida pobre a

lo largo del embarazo y el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares en la vida adulta.

Las consecuencias que surgen tras someterse a estas condiciones son debidas, al menos en
parte, a que durante los periodos criticos del desarrollo, la tasa de divisidn celular es muy elevada.
Por tanto, si se produce un déficit de nutrientes durante éstas, la tasa de division celular se vera
disminuida de manera importante, afectando asi al tamafo y contenido de ADN en las diferentes
estructuras. Asimismo, también se producen otras consecuencias, como son alteraciones en la
distribucidon de distintos tipos celulares, cambios en los patrones de retroalimentacion hormonal,
alteracion en las actividades metabdlicas, etc. Como consecuencia, se afecta de manera permanente
a las estructuras y fisiologia de algunos érganos y tejidos, como puede ser el pancreas endocrino,
higado, vasos sanguineos, sistema nervioso, etc'’*%.

Seguin se recoge en la hipétesis del fenotipo ahorrador™, propuesta por Barker y Hales en el
1992, esta serie de modificaciones y cambios metabdlicos que se inician en el desarrollo de los
diferentes sistemas, en respuesta a una ambiente subdptimo, tienen el objetivo de maximizar las
posibilidades de supervivencia postnatal. Por tanto, estas adaptaciones son beneficiosas si las
condiciones pobres contindan, sin embargo, si el ambiente postnatal se caracteriza por una nutricién

12



completa, en ese individuo aumentara el riesgo de padecer enfermedades como consecuencia de la
programacién temprana.

Asi, diversos estudios muestran evidencias de que una privacién de alimentos durante la
gestacion estd relacionada con alteraciones a largo plazo en los sistemas que participan en la
regulacion de la energia®. De esta manera, se ha descrito que una restriccion calérica moderada
durante la primera mitad de la gestacién programa a una descendencia caracterizada por una
resistencia a la insulina y leptina. Como consecuencia, incrementa la propensiéon a desarrollar una
excesiva adiposidad, especialmente cuando tras el nacimiento son expuestos a una dieta rica en
grasa’’.

Por tanto, determinar los mecanismos por los cuales una restricciéon calérica durante el
desarrollo fetal conduce a esta programaciéon metabdlica, es actualmente uno de los principales
focos de estudios, ya que conocer estos mecanismos abre un campo de investigacidon importante
hacia posibles estrategias para prevenir la obesidad desde etapas tempranas.

3.5. Mecanismos de programacion metabolica de la obesidad
por restricciéon caldrica durante la gestacion

A dia de hoy, los mecanismos por los que la nutricion materna conduce a la programacion del
riesgo de padecer obesidad en la descendencia no estan completamente claros. Sin embargo, se
pueden encontrar una serie de mecanismos que podrian ser potenciales sistemas de la programacion
de la obesidad. Entre éstos se encuentran: alteraciones en el desarrollo hipotaldmico y en la
inervacién simpatica del tejido adiposo blanco, la alteracién de los niveles de leptina postnatales
circulantes y alteraciones epigenéticas en genes de gran relevancia en el desarrollo de la obesidad”*>.

Como consecuencia de estos mecanismos, han sido descritas una serie de alteraciones
producidas en el organismo que, conjuntamente, conducen a una mayor susceptibilidad de padecer
obesidad. Entre éstas se pueden destacar: una alteracidon en el sistema regulador del balance
energético, una modificacion en la sensibilidad de los tejidos a la leptina e insulina, cambios en la
conducta alimentaria y modificaciones en la composicién corporal °. (Figura 3)

Restriccién calérica durante el Figura 3. Diagrama esquematico que
periodo perinatal .,
] muestra la relacion entre una

restriccion  caldérica durante el

PROGRAMACION TEMPRANA . . . L
periodo perinatal y la predisposicién

[ 1 a padecer obesidad u otras
Alteracion del desarrollo Alteracion del patrén Mecanismos alteraciones metabdlicas en la vida
hipotalamicoy SNS postnatal de leptina epigenéticos adulta. Figura adaptada de 13 )

Balance energético
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Susceptibilidad a pad besidad
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3.5.1. Programacion del hipotalamo y sistema nervioso simpatico

El desarrollo del sistema nervioso central se caracteriza por una elevada plasticidad y
sensibilidad a las sefales metabdlicas. Por este motivo, se ha sugerido que alteraciones nutricionales
durante su desarrollo pueden conducir a importantes efectos en la funcién hipotalamica y con ello,
en la regulacién energética del organismo™.

Entre las alteraciones que pueden encontrarse a nivel de hipotdlamo se incluyen:
modificaciones en el tamafo de las areas, en el nimero de neuronas que las conforman, en la
interconexidn entre las distintas regiones, en el tipo de neuronas y en la expresidon de receptores
para las diferentes hormonas y neuropéptidos.

Para demostrar estos efectos se han realizado estudios experimentales con animales,
concretamente ratas, descendientes de madres sometidas a diferentes condiciones de restriccidon
caldrica durante la gestacién. Algunos de estos estudios se caracterizaron por someter a las madres

gestantes a una restriccion caldrica del 20% durante los 12 primeros dias de embarazo*". L

0s
resultados de éstos mostraron una disminucion en el nimero de neuronas del nucleo arcuato,
acompafiado de una disminucion de neuronas productoras de NPY y de una disminucién en la
expresion de POMC, AgRP y CART, asi como también se observd una reduccién de los receptores
hipotaldmicos para la leptina y la insulina. Por otro lado, una restricciéon caldrica mds severa,
concretamente del 50%, resultd en un aumento de la proliferacion celular en los nucleos
hipotaldmicos PVN, VMH y ARC, en una reduccién de las proyecciones de POMC desde ARC a PVN, asi
como también en una disminucién en la expresién del mismo neuropéptido en ARC****. De la misma
manera que en el caso anterior, también se observd una reduccién de los receptores hipotalamicos

de la leptina, posible explicacion de la resistencia a la leptina propia del fenotipo obeso.

No Unicamente una restriccion caldrica durante la gestacion conduce a alteraciones
hipotalamicas, sino que una dieta desequilibrada también implica importantes modificaciones en
este sistema. Concretamente, un estudio realizado en ratas descendientes de madres gestantes
alimentadas con una dieta baja en proteinas (8% de la ingesta calérica) durante la gestacion, resultd
en un aumento del drea VMH y una disminucién del nucleo PVN%*. Ademds, aumentd el nimero total
de neuronas en estas dos regiones y disminuyd el nimero de neuronas productoras de NPY en el
nucleo arcuato.

Por tanto, podemos concluir que existen alteraciones hipotaldmicas importantes de diversa
indole en funcién del tipo de restriccion caldrica a la que sea sometida la madre gestante. No
obstante, los resultados predominantes son una respuesta orexigena, frente a las anorexigenas.
Consecuentemente, se programa al organismo a un mayor riesgo de adiposidad.

Por otra parte, el sistema nervioso simpatico es crucial en la regulacion del tejido adiposo. De
esta manera, alteraciones en éste a lo largo del desarrollo fetal puede constituir un potencial
mecanismo de programacion que involucra alteraciones en la adiposidad y en la capacidad de
movilizacidn de grasa en los animales adultos™.

En este aspecto, un estudio realizado sobre la descendencia de ratas sometidas a una
restriccion caldérica moderada, del 20%, durante los 12 primeros dias de gestacion, mostré como
consecuencia, efectos tempranos sobre la inervacidén simpética del tejido adiposo blanco™.

14



Concretamente, se realizo el estudio en dos depdsitos de tejido adiposo blanco, el retroperitoneal y
el inguinal, en crias de 6 meses de edad (consideradas adultas) expuestas a una dieta rica en grasas
durante los dos ultimos meses. Los resultados mostraron un mayor peso de los depdsitos de tejido
adiposo en las crias de restriccién caldrica respecto a las controles. Ademas, este mayor peso fue
asociado, en el caso del tejido adiposo inguinal, a un aumento en el contenido de ADN, es decir, a un
incremento en el numero de células y no a un aumento del tamafio de los adipocitos. En cambio, en
el tejido adiposo retroperitoneal, se observé que la tendencia al aumento de peso era debida a la
presencia de adipocitos de un mayor didmetro, y no por un aumento en el nimero celular. Estos
datos muestran, por tanto, que en la descendencia adulta de ratas sometidas a una restriccion
caldrica moderada y expuestas a una dieta rica en grasas, se produce una hiperplasia del tejido
adiposo inguinal y una hipertrofia del tejido adiposo retroperitoneal. Ademas, es importante
destacar que en este estudio, dichas diferencias Unicamente se observaron en machos, y no en
hembras, lo que induce a pensar que éstas son mas resistentes a la obesidad y desérdenes
relacionados, posiblemente debido a factores hormonales.

Asimismo, este estudio explica que las alteraciones morfoldgicas observadas en el tejido
adiposo inguinal, fueron debidas a una menor inervacidn simpdtica. Tal y como ya se ha comentado,
la norepinefrina es el neurotransmisor que media esta inervaciéon en el tejido adiposo y actua
inhibiendo la proliferacién de los adipocitos. De esta manera, al producirse una menor inervacidn en
este depdsito, los niveles de este neurotransmisor disminuyen, conduciendo a una mayor

proliferacion celular™?*.

3.5.2. Alteracion del patrén postnatal de leptina

Tal y como ya se ha comentado, la leptina ejerce un papel esencial en la regulacién del
balance energético. Ademds, hay que destacar que esta hormona es también requerida para
conducir a un desarrollo neuronal normal, pues presenta una importante accion como factor
neurotréfico en etapas tempranas de la vida. De esta manera, la leptina participa en el desarrollo de
los circuitos hipotaldmicos, principalmente en la formacién de las proyecciones desde el nucleo
arcuato hacia el resto de areas hipotaldmicas®>?.

La accidon de la leptina en el desarrollo neuronal se pone de manifiesto por el gran
incremento de sus niveles durante, aproximadamente, la segunda semana de vida. Concretamente,
este aumento transitorio se ha descrito en roedores alrededor del décimo dia de vida, coincidiendo
con la maduracién del hipotalamo, y es conocido como “oleada de leptina” .

De esta manera, es logico pensar que cualquier modificacion en este aumento transitorio de
leptina en la vida postnatal podria estar relacionado con alteraciones a largo plazo en el desarrollo
hipotaldmico y, por tanto, con una alteracién en el sistema regulador de la homeostasis energética.

Estudios realizados en roedores en condiciones de restriccidn calérica materna durante los
primeros 12 dias de gestacion, han resultado en una reduccién e incluso ausencia de esta oleada de
leptina, coincidiendo con alteraciones hipotalamicas. Entre estas alteraciones se destacan cambios
en las proyecciones de POMC desde el ARC y alteraciones en la sensibilidad a la leptina e insulina®.
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Por tanto, relacionando el efecto de la leptina sobre el desarrollo hipotaldmico y el control
del balance energético con las alteraciones observadas por modificaciones en la oleada de leptina en
la vida posnatal, la alteracién en los niveles de leptina ha sido propuesto como un importante
mecanismo que puede contribuir a los efectos de la programacion de la obesidad por una restriccion
calérica durante la gestacidon. Por este motivo, y como se tratara en el siguiente apartado, muchos
investigadores se han planteado la administracion postnatal de leptina como posible tratamiento
para revertir estas alteraciones.

3.5.3. Mecanismos epigenéticos

Las alteraciones nutricionales durante la vida fetal también pueden conducir a cambios en la
expresion génica via mecanismos epigenéticos. Se puede definir epigenética como modificaciones
heredables en la expresion génica que no estan determinadas por la secuencia del ADN. Entre estas
modificaciones se incluyen: alteraciones en el patrén de metilacidon de las islas CpG, localizadas
principalmente en las secuencias de promotores génicos, y modificaciones covalentes en los
aminodacidos terminales de las histonas como, metilaciones, fosforilaciones, acetilaciones, etc”. De
esta manera, diferentes estados de modificacidon epigenética sobre una misma secuencia de ADN
pueden conducir a una diferente expresidn génica.

Debido a la susceptibilidad de los cambios epigenéticos durante la vida fetal, son
considerados como posibles mediadores de los efectos a largo plazo que supone una programacién
nutricional temprana.

Se pueden encontrar diversos ejemplos que ponen de manifiesto el papel de la epigenética
en la programacion de la obesidad. Entre estos, un estudio de interés fue el realizado en ratones
sometidos a una restriccion caldrica, basada en una dieta baja en proteinas (10% de la ingesta
caldrica), durante la gestacion y lactancia®®. Los resultados mostraron una hipometilacion en las islas
CpG del promotor génico de la leptina (figura 4). Esto sefialé que en respuesta a una comida, en
estos animales se induce mas fuertemente la expresidon de leptina que en los animales controles
(alimentados con una dieta compuesta por un 22% de proteinas).

272829) antre los que se destacan:

Asimismo, se pueden encontrar otros ejemplos (véase
modificaciones en el patron epigenético de histonas localizadas en la regién promotora del gen
GLUT4, resultando en una represidn génica de dicho gen, alteraciones en el patrén de metilacién del
gen POMC en respuestas a una dieta baja en proteinas y un diferente patrén de metilacion en el gen
codificante del factor de crecimiento insulinico 2 (lgf2, gen de gran relevancia en el desarrollo fetal)

en individuos descendientes de madres afectadas por la hambruna holandesa.

Por otro lado, parece haber evidencias que indican que la leptina también tiene un efecto en
el establecimiento de un determinado patrén de metilaciones en el ADN*. De hecho, se han
encontrado diferencias en la metilacion del promotor del gen POMC tras una suplementacién con
dosis fisiolégicas de leptina durante la lactancia, efecto que parece tener un papel protector contra la
ganancia de peso en adultos.

La epigenética se convierte asi en otro potencial mecanismo por el cual la programacién
nutricional fetal conduce un mayor riesgo de padecer obesidad en la vida adulta. Sin embargo,
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presenta una elevada complejidad y aln son necesarios multitud de estudios que realizar en este
campo, con el objetivo de identificar los cambios epigenéticos predictores de este mayor riesgo de
obesidad para asi desarrollar posibles tratamientos para revertir o prevenir estos efectos”
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Figura 4. A. Secuencia génica del promotor de la leptina en ratones. Se sefalan las islas CpG,
susceptibles de modificacidn epigenética, numeradas del 1 al 21. B. Representacion grafica del nivel
de metilacidn, en porcentaje, de algunas de las islas CpG, concretamente de la 7 a la 17, del
promotor de la leptina. Se muestran las medias * la desviacidén estandar de los animales controles
(CD) y animales sometidos a una restriccion proteica (LPD)26

3.6. El crecimiento compensatorio como sistema agravante
de la programacion metabdlica de la obesidad

Como consecuencia de una restriccién caldrica materna durante la gestacién, los bebés
resultantes presentan una limitacidn en su crecimiento y son denominados bebés pequefos para su
edad gestacional (SGA). Estos son muy susceptibles a desarrollar patologias en su futura vida adulta,
debido a que como ya se ha destacado, existe una importante interaccién entre el desarrollo
temprano y la exposicidn nutricional posterior“'31.

Tal y como ya contemplan Barker y Hales en la hipétesis del fenotipo ahorrador, si un
individuo ha sido sometido a un ambiente pobre de nutrientes durante su desarrollo fetal, pero en su
vida postnatal es expuesto a un ambiente obesogénico, la programacién a la que ha sido sometido
este individuo durante la gestacion se verd manifestada por un proceso de crecimiento

compensatorio.
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El crecimiento compensatorio o “catch-up growth” se trata de una respuesta fisioldgica que
restablece el crecimiento después de experimentar un periodo de restriccién en el desarrollo. Sin
embargo, debido a que el individuo ha sido programado para una vida nutricionalmente pobre, este
sistema comporta a agravar el desarrollo de enfermedades metabdlicas a largo plazo, principalmente
obesidad™.

Numerosas evidencias apuntan a que el crecimiento compensatorio en nifios SGA conlleva a
un crecimiento desproporcionado del tejido adiposo respecto al tejido magro, motivo por el cual ha
sido denominado como “catch-up fat” o recuperacion de grasa acelerada. Concretamente, un
estudio realizado en Barcelona ha revelado que estos nifios presentan una mayor masa grasa,
especialmente grasa abdominal, y una menor masa magra, respecto a nifios nacidos con un tamafio y
peso apropiados a su edad gestacional (AGA), para un mismo indice de masa corporal *. (Figura 5)

Ademas, estudios realizados en Finlandia e Inglaterra han demostrado que esta composicion
corporal se mantiene en la vida adulta, pues se observé que ancianos que habian nacido con una
restricciéon en su desarrollo presentaban entre 3 y 5 kilos menos de masa magra y mds masa grasa,
respecto a ancianos nacidos con un desarrollo idéneo, para un mismo indice de masa corporal ****,

El mecanismo por el cual el catch-up fat induce una mayor recuperacién de masa grasa
respecto a la magra, puede ser explicado por un incremento en la eficiencia del metabolismo, basado
en una conservacion de energia por inhibicion de la termogénesis. Para demostrar la relacién entre el
tejido adiposo y la termogénesis, se utilizan las fuertes evidencias derivadas del experimento de
Minnesota (revisin de ***). En este estudio, 32 personas sanas con un peso corporal normal fueron
sometidas a 24 semanas de ayuno seguido de 12 semanas de realimentacion. Este estudio mostré
que un mayor grado de deplecidon de los depdsitos de grasa, resulta en una disminucién del

metabolismo basal por una supresién de la termogénesis. (Figura 6).

Figura 5. Representacion grafica de los e
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Figura 6. Experimento de Minnesota sobre humanos adultos sometidos a un periodo de ayuno
seguido de un periodo de realimentacién. Se muestra la relacion entre la supresién de la
termogénesis, medido por variaciones en el ratio metabdlico basal (BMR), con cambios en la
composicién del tejido adiposo. (a) Periodo de 12 semanas de ayuno donde puede observarse una
disminucidon en el contenido de masa grasa acompanado por una disminucion del proceso de
termogénesis. (b) Periodo de 12 semanas de realimentacion donde puede observarse un aumento
en el contenido de masa grasa acompafiado por un aumento de la termogénesis.35

De esta manera, se demostrd la relacidon existente entre la deplecidon de los depdsitos de
grasa y la supresion de la termogénesis. Este proceso es denominado “control de la termogénesis
dependiente del tejido adiposo” **°.

Por otro lado, es importante destacar el significativo papel del musculo esquelético en
cuanto a la conservacién de energia durante una temporada de falta de nutrientes. Por este motivo,
cabe plantearse la existencia de un sistema de control en la supresiéon de la termogénesis
dependiente del tejido adiposo, que actle como un sistema de retroalimentacidén entre el tejido
adiposo y el musculo esquelético. De hecho, diversos estudios han concluido que este sistema podria
estar formado por un sensor del estado de los depdsitos de grasa, por sefiales que transmitan la
informacidn entre ambos tejidos y por un sistema efector en el musculo esquelético que lleve a cabo
la supresién o activacidn de la termogénesis, en funcion de la situacién de estos de depdsitos®™>.
(Figura 7).

Aunque actualmente aun quedan algunos componentes por determinar, estudios en
modelos animales han permitido establecer la hipdtesis de una redistribucion de la glucosa como

mecanismo por el cual el catch-up fat supone un incremento excesivo de tejido adiposo®***

. Estos
estudios han mostrado que tras un periodo de realimentacion, se produce una elevacién de los

niveles de insulina. Esto sugiere un estado de resistencia insulinica a nivel de musculo esquelético, lo
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que conlleva a una situacién de hiperinsulinemia. Sin embargo, en el tejido adiposo se ha observado
un estado de hipersensibilidad a la insulina (figura 8) que, conjuntamente con una mayor actividad
de la enzima d4cido graso sintasa en este tejido, ha sugerido una potenciacién de la conversién de la
glucosa circulante tras la ingesta en lipidos.

Figura 7. Representacién esquemdtica de la
regulacion del sistema de supresiéon de la
Sensor / / termogénesis dependiente del tejido adiposo.
f / El modelo propuesto estda formado por un
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Figura 8. Representacion grafica sobre la redistribucion de la glucosa del musculo esquelético hacia
el tejido adiposo tras una realimentacidn posterior a un periodo de ayuno. Se muestras las medias

de los valores de utilizacién de glucosa en diferentes tejidos + sus desviaciones estandar para los

. . 35
animales control y los realimentados.

Finalmente, a modo de conclusién, es de destacar que el mecanismo propuesto puede
considerarse como un sistema que desenmascara los efectos de la programacidon temprana. Su
objetivo es aumentar la supervivencia, pues permite un rapido aumento de los depdsitos de grasa,
sin embargo, en un contexto de vida moderna caracterizada por una baja actividad fisica y una dieta
rica en alimentos energéticamente densos, conduce a efectos perjudiciales, dando lugar a una mayor
adiposidad que se mantiene en la vida adulta®

3.7. Estrategias para revertir los efectos de la programacion

Ante las abundantes evidencias que demuestran el impacto de la nutricién materna sobre el
riesgo de padecer enfermedades crénicas en la vida adulta de la descendencia, muchos
investigadores han emprendido estudios hacia la determinacion de posibles estrategias que puedan
revertir dichos efectos desde etapas tempranas de la vida. El objetivo de estos estudios es por tanto,
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prevenir la obesidad y enfermedades relacionadas en la futura vida adulta de los individuos
caracterizados por una mala programaciéon metabdlica.

Para poder revertir los efectos de la programacion es necesario que estas estrategias se
lleven a cabo en etapas criticas de la vida fetal y/o neonatal, es decir, en periodos que se
correspondan con el desarrollo y/o maduracién de diferentes sistemas y sean asi susceptibles de
ejercer los efectos de cada estrategia y revertir la programacion.

Como ya se ha comentado a lo largo del trabajo, uno de los potenciales mecanismos que
conduce a una programacion de la obesidad es la modificacién epigenética que se producen durante
el desarrollo fetal. De esta manera, es interesante plantearse si es posible revertir estas alteraciones
debidas a una malnutricién durante la gestaciéon. En este aspecto, un estudio realizado en ratas
sometidas a una restriccion proteica durante la gestacion y suplementadas con acido félico, un dador
de grupos metilo, mostré una prevencion en cuanto a las modificaciones epigenéticas de diversos
genes, entre ellos el PPARy™.

Entre otras posibles estrategias, es de destacar un estudio que demuestra que una
suplementacién materna con colina puede prevenir la hipertensidon inducida tras una restriccion
proteica materna durante la gestacion®’. Esto podria ser debido a que la colina es una vitamina que
actua disminuyendo la presién sanguinea y su sintesis se ve disminuida por efecto de una restriccidon
proteica.

Por otro lado, existen evidencias que afirman que una desnutricion materna en ratas resulta
en una disminucion de la actividad fisica, conduciendo a una vida sedentaria en la descendencia.
Concretamente, un estudio realizado en condiciones de restriccién proteica materna durante la
gestacion mostré una disminucidn significativa en la actividad locomotora voluntaria en su
progenie®. De esta manera, se ha sugerido que una actividad moderada de ejercicio es necesaria
para prevenir las posibles alteraciones metabdlicas en la descendencia.

Finalmente, debido a su relevancia como factor neurotréfico y regulador de la homeostasis
energética, la suplementacidon con leptina en la vida postnatal es una importante estrategia de
reversidon, que cuenta con multitud de evidencias a favor de su eficacia. Como ya se ha comentado,
se ha descrito en roedores que aproximadamente durante la segunda semana de vida, se produce
una oleada de leptina que coincide con el desarrollo de los circuitos hipotaldmicos. El origen de esta
oleada de leptina es aln un tema de controversia, aunque se sugiere que la leptina neonatal
proviene de la leche materna, a través de la lactancia, pues en ese periodo el tejido adiposo aun es
inmaduro. Este hecho ha sido respaldado por la rdpida disminucion de los niveles de leptina en
neonatos separados de la madre al nacer, asi como por el mayor riesgo de padecer obesidad que
presentan los nifios alimentados por una férmula lactante en lugar de la lactancia materna®>?%%.

Por tanto, una suplementacidn con leptina en este periodo, puede tener la capacidad de
revertir algunos de los efectos neuroanatdmicos y otras caracteristicas del fenotipo obeso asociadas
a la ausencia de la oleada de leptina. Concretamente, inyecciones intraperitoneales de dosis
farmacoldgicas de leptina (10 mg/kg) entre el dia 4 y 12 de vida en ratones deficientes en leptina
(ratones ob/ob), han mostrado una reversion en el desarrollo alterado de las proyecciones del nicleo
arcuato®; asi como también, inyecciones diarias de leptina subcutanea (2.5ug/g/dia) durante los 13
primeros dias de vida en crias descendientes de ratas sometidas a una restriccion calérica del 30%
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durante la gestacion, han mostrado una normalizacién en la ingesta caldrica, actividad locomotora,
peso corporal, masa grasa y en los niveles de glucosa, insulina y leptina en la vida adulta®.

Finalmente, también es importante destacar la existencia de un estudio que demuestra la
efectividad de la administracion de dosis orales de leptina a través de la lactancia, en cuanto a la
reversion de una mala programacion®. Este tratamiento fue administrado a crias de ratas
descendientes de madres sometidas a una restriccién calérica del 20% durante los 12 primeros dias
de embarazo, asociadas con alteraciones en los circuitos hipotaldmicos como consecuencia de dichas
condiciones. Concretamente, la suplementacion consistia en administrar 1 ng de leptina el dia 1 de
vida a las crias e ir aumentando la dosis paulatinamente hasta alcanzar los 43,8 ng el dia 20 de vida.
Los resultados de dicho estudio mostraron que esta administracién por via oral de leptina durante la
lactancia condujo a la reversidn de las alteraciones neuroanatémicas, producidas como consecuencia
de la restriccidn caldrica materna.

De esta manera, se puede concluir que si es posible revertir los efectos de la programacion
metabdlica de la obesidad por una malnutricion materna durante la gestacién. Esto es efectivo
siempre y cuando los tratamientos se lleven a cabo durante periodos criticos, caracterizados por un
desarrollo plastico, de tal modo que puedan ejercer un efecto en la futura vida adulta.

4. Estudio experimental

4.1. Disefio experimental

Con el fin de determinar el efecto de una restriccion caldrica moderada durante la gestacion
sobre el desarrollo del tejido adiposo blanco, concretamente sobre el depdsito retroperitoneal, en la
descendencia de madres gestantes sometidas a estas condiciones, se elabordé un protocolo de
experimentacion animal con ratas Wistar, revisado y aceptado por el comité ético de la Universidad
de las Islas Baleares.

Concretamente, se trata de un estudio formado por dos grupos experimentales: crias de
ratas descendientes de madres sometidas a una restriccidn calérica moderada durante la gestacion
(CR) y crias de ratas descendientes de madres alimentadas ad libitum durante la gestacién
(Controles). De esta manera, tras el embarazo de ratas hembras, se procedié a separarlas en dos
grupos. Por una parte, unas fueron alimentadas ad libitum con una dieta estandar (3000 kcal/kg;
Panlab, Barcelona, Spain) durante los 21 dias de gestacion, mientras que, por otra parte, las restantes
fueron sometidas a una restriccién caldrica del 20%, en funcidon de la ingesta de las controles,
durante los 12 primeros dias de gestacion. Tras el nacimiento de la descendencia, ambos grupos
experimentales fueron tratados en las mismas condiciones. Asi, tanto las crias del grupo control
como las crias del grupo de restriccion fueron alimentadas mediante lactancia materna durante los
20 primeros dias de vida. A partir del dia 21, fueron destetadas y alimentadas con la misma dieta
estandar ad libitum. Finalmente, fueron sacrificadas a los 6 meses de vida, edad a la que ya son
consideradas como ratas adultas. (Figura 9)
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Figura 9. Esquema del disefio experimental llevado a cabo para el estudio del efecto de la restriccidn caldrica
materna moderada durante la gestacién sobre el desarrollo del tejido adiposo. (A) Grupo control; (B) Grupo de
restriccién caldrica.

Con este modelo experimental se pretende estudiar los posibles efectos que ejerce la
restriccion caldrica moderada durante el desarrollo fetal en la futura vida adulta, cuando estos
animales son expuestos a una dieta equilibrada ad libitum. Para ello se llevaron a cabo una serie de
determinaciones sobre el tejido adiposo retroperitoneal. En primer lugar, se extrajeron de cada
animal los tejidos retroperitoneales y se procedid a pesarlos y, en segundo lugar, se obtuvieron
muestras de dicho tejido para llevar a cabo todas las determinaciones pertinentes y poder
determinar asi los efectos de la restriccion caldrica en este tejido.

Por una parte se realizd la extraccidon del ARN para cuantificar la expresidon de tres genes en
importantes en el metabolismo del tejido adiposo y en el control de las reservas grasas: el gen del
receptor de la leptina (ObRb), el factor adipogénico PPARy y el gen que codifica para la enzima ATGL
(Adipose trigliceride lipase), una lipasa de gran actividad en el tejido adiposo. Finalmente, también se
utilizaron muestras del mismo tejido para realizar un estudio morfométrico y observar posibles
alteraciones morfoldgicas. Concretamente, se llevd a cabo la determinaciéon del drea de los
adipocitos.

Es importante destacar que para la realizacién del trabajo, la participacién en el proceso
experimental ha consistido en la colaboraciéon durante el procesamiento de las muestras y sus
respectivas determinaciones, y no durante el tratamiento y seguimiento de los animales. Ademas,
para el presente trabajo Unicamente se han seleccionado y estudiado las muestras procedentes de
los animales de sexo masculino, de manera que el grupo de restriccion caldrica se formé a partir de
muestras de 7 animales y el grupo control a partir de 6 animales, todos machos.
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4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Extraccion de ARN

La obtencidn de ARN se realizd a partir de muestras de tejido adiposo blanco retroperitoneal
mediante un método de extraccidn en columnas. Concretamente, el kit comercial utilizado fue el
RNA kit | E.Z.N.A™ (Eazy Nuclei Acid Isolation) de la casa comercial Omega (Omega Bio-Tek, Inc.,
Norcross, GA, USA) y se siguié su protocolo experimental. EIl RNA aislado se cuantific6 mediante el
NanoDrop ND-1000 spectophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) y se procedié
a diluir todas las muestras a una concentracion final de 30 ng/mL. Finalmente, para comprobar la
integridad del ARN, se realizé un gel de agarosa al 1%.

4.2.2. Retrotranscripcién de RNA a ADNc

Tras la obtencidn de un ARN puro, se procedio a realizar una retrotranscripcidon para obtener
asi el ADNc. En primer lugar se desnaturalizaron 0,25 pug de ARN de cada muestra en un volumen
final de 5 pL, a 65 °C durante 10 minutos. Posteriormente se prepard una solucion con los 5 L del
producto desnaturalizado y 7,5 puL de RT-mix, cuyos componentes se describen en la tabla 1.
Finalmente, para llevar a cabo la retrotranscripcidon se introdujeron todas las muestras en el
termociclador Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystem, Madrid, Spain) siguiendo
el siguiente programa: 20 °C durante 15 minutos, 42 °C durante 30 minutos vy, finalmente, 95 °C
durante 5 minutos.

Tabla 1. Componentes de la solucién RT-

Componente Cantidad (pL)
Buffer de reaccion 1,25 Mix utilizada para llevar a cabo la
MgCl, 25mM 1,25 retrotranscripcién de ARN a ADNc. Las
dNTPs 25 mM 2 cantidades mostradas son las indicadas
Hexameros aleatorios 0,5 para una unica muestra.
Inhibidores RNasa y DNAsa 0,5
Retrotranscriptasa inversa 0,5
H,0 libre de RNAsa y DNAsa 1,5

4.2.3. PCR cuantitativa a tiempo real

Una vez obtenido el ADNc se procedié a cuantificar la expresién del ARNm de los genes
ObRb, ATGL y PPARYy, asi como también la del gen GDI, utilizado como gen de referencia. Para ello se
realizd una PCR cuantitativa a tiempo real. En primer lugar se diluyeron las muestras a una
concentracién 1/20 y se prepard una solucidn con 2 puL de muestra y 9 plL de SyberGreen-mix (Tabla
2). Las secuencias de los primers utilizados para amplificar cada gen se muestran en la tabla 3. Todos
los primers fueron obtenidos de Sigma (Madrid, Spain).

Posteriormente se introdujeron las muestras en el Applied Biosystems StepOne-Plus TM
Real-Time Systems (Applied Biosystems) con las siguientes condiciones: 10 minutos a 65 °C; 40 ciclos
de 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 1 minuto; y 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 60 °Cy 15
segundos a 95°C para obtener la curva de melting.
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Para la obtenciéon de la Ct se hizo uso del software StepOne v2.0 y finalmente, para

AACt 40

determinar la expresidn génica de cada gen de interés, se utilizé la férmula 2 , utilizando el gen

de referencia GDI para corregir la expresién de cada gen analizado.

Componente Cantidad (pL) Tabla 2. Componentes de la solucién

Power SyberGreen 5 SyberGreen-mix utilizada para llevar a cabo

la PCR a tiempo real. Las cantidades

Forward primer (5 mM) 0,45
; mostradas son las indicadas para una uUnica
Reverse primer (5 mM) 0,45
muestra.
H,0 libre de RNAsa 3,1

Tabla 3. Secuencia nucleotidica de los primers utilizados para la amplificaciéon de cada gen y tamaiio
del amplicén.

Gen Forward primer (5’ a 3’) Reverse primer (5’ a 3’) Amplicén (pb)

GDI CCGCACAAGGCAAATACATC GACTCTCTGAACCGTCATCAA 159
ObRb AGCCAAACAAAAGCACCATT TCCTGAGCCATCCAGTCTCT 174
ATGL TGTGGCCTCATTCCTCCTAC AGCCCTGTTTGCACATCTCT 271
PPARy GATCCTCCTGTTGACCCAGA TCAAAGGAATGGGAGTGGTC 164

4.2.4. Analisis morfométrico.

Para el estudio morfométrico del tejido adiposo retroperitoneal se realizé una inclusién en
parafina de una muestra de dicho tejido. Este protocolo comienza con una deshidratacion del tejido
en una bateria de etanol de graduacién ascendente, seguido de un aclarado en xileno.
Posteriormente, la muestra deshidratada puede ser incluida en parafina. Por ultimo, se realizaron
cortes del tejido de 5 um mediante un microtomo y se realizd una tincidn eosina- hematoxilina,
previa eliminacién de parafina.

Finalmente se obtuvieron 2 fotografias por cada muestra de animal experimental mediante
microscopia Optica a 20 aumentos y se analiz6 el area de los adipocitos utilizando el software
AxioVision40V 4.6.3.0 (Carl Zeiss, Imaging Solutios GmbH, Germany).

4.2.5. Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos se representan en graficos con los valores medios de cada grupo
experimental junto con su error estandar. Para llevar a cabo el analisis estadistico se utilizé el test de
la T de Student (p<0,05) y poder determinar asi si los resultados obtenidos resultan ser significativos
o no. Para ello se hizo uso del software IBM SPSS Stadistics v22.

4.3. Resultados

4.3.1. Pesos tejido adiposo retroperitoneal

En la figura 9 pueden verse representados los pesos medios del tejido retroperitoneal para
cada grupo experimental. Tal y como puede observarse, este peso muestra una tendencia a ser
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mayor en el grupo de restriccién caldrica respecto al grupo control, aunque la diferencia entre ellos
no puede considerarse significativa (P=0,239).

Tejido retroperitoneal Figura 9. Representacion grafica del peso

del tejido adiposo retroperitoneal en
20.0

ambos grupos experimentales, control y
restricciéon caldrica (CR) durante la
gestacion. Se presentan los valores

%D 10.0 = Control medios de cada grupo + su error
] 7
& mCR estandar.

5.0

0.0

4.3.2. Analisis morfométrico

Los resultados de la determinacion del drea de los adipocitos de cada grupo experimental se
representan en la figura 10. Como puede observarse, en los animales de restriccién, esta drea
presenta una tendencia a ser mayor respecto a los controles, aunque esta diferencia no puede
considerarse significativa (P=0,239). Por otro lado, en la figura 11 puede observarse una fotografia
representativa del tejido adiposo retroperitoneal de cada grupo, donde puede apreciarse que el
tamanio de los adipocitos en el grupo de restriccién es ligeramente mayor al grupo control.

Area Figura 10. Representacion grdafica del area de
10000.00 los adipocitos en el tejido adiposo
retroperitoneal ara ambos rupos
8000.00 T b g BTup
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Figura 11. Imagenes de microscopia 6ptica del tejido retroperitoneal obtenidas a 20 aumentos y tefiidas con
eosina-hematoxilina. (A) Control; (B) Restriccion caldrica
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4.3.3. Expresion génica de GDI, ObRb, ATGL y PPARY

En la figura 12 se representan graficamente los resultados de la expresién génica de los 3
genes de interés analizados en el tejido adiposo retroperitoneal de ambos grupos experimentales.
Dicha expresidon ha sido corregida en funcidon del housekeeping GDI, cuyos valores de Ct han
resultado ser 25,11+0,15 y 25,2740,16 para el grupo control y restriccion caldrica, respectivamente.
Como puede observarse, la expresién del gen GDI no se ve modificada por el efecto de la restriccidn
calérica y puede utilizarse para corregir la expresion de los genes de interés.

Por otro lado, en cuanto a la expresidn del ARNm del receptor de la leptina (ObRb), puede
destacarse una disminucidon en el grupo de restriccién caldrica respecto al grupo control, siendo
ademas significativa (p=0,032). En cuanto a la expresidn del factor adipogénico PPARYy, se observa en
una cierta tendencia no significativa (P=0,281) a una menor expresién en los grupos de restriccién
respecto a los controles. Finalmente, no se muestra ninguna variaciéon en la expresidn génica de la
lipasa ATGL (P=0,842).

A. ObRb B. PPARy
140,00 150,00
120,00
—. 100,00 9 100,00
% 80,00 " m Control E’ H Control
i o o E
20,00
0,00 0,00
C. ATGL . B B
Figura 12. Representacion de la expresion
120,00 génica en el tejido adiposo retroperitoneal
100,00 T de los genes: A. ObRb; B. PPARy; C. ATGL. Se
< 80,00 presentan los valores medios de cada grupo
= 60,00 = Control experimental en %, en funcidn del control, +
g 40.00 ECR su error estandar. (*) p<0.05 t-test (vs
! control)
20,00
0,00

4.4, Discusioén

En este estudio experimental se han determinado una serie de parametros importantes en el
desarrollo y regulacion del tejido adiposo que podrian verse influenciados por el efecto de una
restriccion caldrica durante la gestacién, ya que esta condicién ha sido relacionada con una mayor
propension a la obesidad. De esta manera, mediante el disefio experimental llevado a cabo en el
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laboratorio y los resultados obtenidos, se procede a evaluar si la restriccion caldrica moderada
durante la gestacidn conduce a alteraciones a nivel metabdlico y morfolégico en este tejido, en crias
de ratas sometidas a esta condicion.

El factor PPARy es miembro de una superfamilia de receptores nucleares de gran relevancia
en el tejido adiposo blanco™. En este tejido, la activacién de dicho factor conduce a la expresién de
genes involucrados en la diferenciacion de adipocitos, en el metabolismo lipidico y en la homeostasis
de la glucosa, asi como también conduce a una mayor expresién de adipoquinas que contribuyen a
una mayor sensibilidad a la insulina en diferentes tejidos. Segun los resultado obtenidos en el
laboratorio, en las crias descendientes de ratas sometidas a una restriccidn calérica del 20% durante
la gestacion, aunque no resulta ser significativa, se muestra una tendencia a una menor expresién del
gen que codifica para el factor PPARy, respecto a los animales controles. Es importante tener en
cuenta que la expresion de este gen se encuentra inducida por la insulina, de esta manera se podria
sugerir que la sefializacién de esta hormona en estos animales podria estar alterada. Por tanto, la
tendencia a la menor expresion del factor PPARy puede ser debida a una situacidn de resistencia a la
insulina, provocada por los efectos de la restriccidon caldrica a la que han sido sometidas las madres
gestantes. Ademas, una menor expresion de PPARy conlleva a interpretar que en estos animales, la
actividad de este factor podria ser menor, de manera que en relacién a las funciones que cumple
PPARy en el tejido adiposo, puede sugerirse que se van a producir alteraciones en la homeostasis de
la glucosa, en el metabolismo lipidico, en la diferenciacion de adipocitos y en la sensibilidad a la
insulina, contribuyendo al estado de resistencia insulinica.

Por otro lado, es de destacar que la restriccidn calérica materna si ha provocado un efecto
significativo sobre la expresion del gen que codifica para el receptor de la leptina en el tejido adiposo
retroperitoneal. Concretamente, se encuentra una menor expresion de dicho gen en las crias
descendientes de los animales sometidos a estas condiciones, respecto a los controles. Esta menor
expresion de receptores sugiere que, en estos animales, se desencadena una situacién de resistencia
a la leptina que puede desencadenar el fenotipo obeso. Esta tendencia a una menor expresiéon del
gen ObRb ha sido también obtenida en un estudio realizado en unas mismas condiciones de
restriccion caldrica (un 20% durante los 12 primeros dias de embarazo en ratas gestantes)*. Por otra
parte, el hecho de que la expresién de los receptores de la leptina sea menor en estos animales,
sugiere pensar que la actividad de esta hormona puede encontrarse disminuida. Conociendo que el
papel de la leptina en el tejido adiposo de roedores es disminuir la tasa de sintesis de acidos grasos y
aumentar la tasa de oxidacién de éstos, asi como también de la glucosa, una menor actividad de esta
hormona podria conducir a una mayor acumulacién de grasa y por tanto, a unos adipocitos de mayor
tamafio.

De hecho, esto podria correlacionarse con los datos obtenidos sobre el peso del tejido
retroperitoneal. Los resultados muestran que el peso del tejido adiposo retroperitoneal presenta una
tendencia a ser mayor en los animales descendientes de madres sometidas a la restriccidn caldrica
durante la gestacion respecto a los animales controles. Esto puede ser observado también a través
de las imagenes obtenidas por microscopia 6ptica. Sin embargo, teniendo en cuenta que estos
resultados no son significativos y que no se ha realizado la determinacién de los niveles circulantes
de leptina, Unicamente puede sugerirse que en funcion de la tendencia al mayor tamafo de los
adipocitos y a la disminucién significativa en la expresidon del gen ObRb, los animales descendientes
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de madres sometidas a la restriccién caldrica podrian caracterizarse por una resistencia a la leptina
gue podria conducir a una mayor adiposidad.

Finalmente, respecto a la expresidon del gen que codifica para la enzima ATGL, los resultados
obtenidos muestran que el efecto de la restriccion no ha modificado la expresion de dicho gen. La
enzima ATGL es una lipasa que se encuentra en la superficie de los adipocitos y que lleva a cabo la
hidrélisis de los triglicéridos (TAG) contenidos en éstos, a diacilglicerol (DAG) y acido graso libre (AG),
primer paso de la lipdlisis en este tejido, cuyo objetivo es proporcionar energia en situaciones en que
ésta sea requerida®. Por tanto, es importante destacar que el estudio experimental que se ha llevado
a cabo se ha realizado en condiciones de alimentacion ad libitum en las crias, tras su nacimiento y
periodo de lactancia. Por tanto, podria sugerirse que el motivo por el cual la restriccién caldrica no ha
inducido cambios en la expresidon de esta enzima sea debido a que en estos animales no se ha
producido una situacién de déficit de energia, como podria ocurrir por ejemplo, en una situacion de
ayuno. De esta manera, en las condiciones en que se ha realizado el presente estudio no se puede
afirmar que se hayan encontrado alteraciones en la expresién de dicha enzima, aunque no se podrian
descartar efectos de la restriccidn sobre ésta en otras condiciones.

Por tanto, en base a los resultados obtenidos, puede concluirse que la restriccién calérica a la
gue han sido sometidas las ratas gestantes en este estudio ha resultado en una reduccidn
significativa de la expresiéon del gen codificante para el receptor de la leptina, hecho que sugiere
pensar en una situacién de resistencia a esta hormona y, consecuentemente, a una mayor
adiposidad. Adema3s, los datos obtenidos sobre la expresion del factor PPARy sugieren que en estos
animales también se podria conducir a una situacion de resistencia a la insulina. Tanto la insulina
como la leptina son dos hormonas que presentan un papel clave en la regulacién de la homeostasis
energética y la resistencia a éstas ha sido descrita en el fenotipo obeso. Por otro lado, en las
condiciones en que se ha realizado el estudio experimental no han podido determinarse cambios en
la expresion del gen ATGL.

Finalmente, a pesar de que algunos de los resultados obtenidos no han resultado ser
significativos, se pueden percibir una serie de alteraciones en el metabolismo y morfologia del tejido
adiposo que sugieren una mala programacion metabdlica en respuesta a una restriccion caldrica
durante la gestacidn que conduce a un mayor riesgo de padecer obesidad, al menos en condiciones
en que el aporte de nutrientes en la vida posnatal y adulta ha sido éptimo.

5. Conclusiones

Una vez realizada la revision bibliografica del presente trabajo, se puede concluir que el
periodo fetal es una etapa critica del desarrollo guiada por genes pero altamente influenciada por el
ambiente uterino de la gestante. De esta manera, una alteracion en la nutricion materna durante
esta etapa, puede conducir a importantes efectos sobre el desarrollo fetal. Entre las alteraciones que
se pueden producir a lo largo de este periodo, en respuesta a un ambiente desfavorable, incluyen
modificaciones funcionales y/o morfoldgicas de diversos sistemas del organismo. Estas alteraciones
son debidas al fendmeno de la programacién metabdlica, cuyo objetivo es asegurar la adaptacion y
supervivencia del feto en ese entorno. Sin embargo, si en la vida postnatal de la descendencia se
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restablecen unas condiciones de vida éptima, la programacion resulta en un aumento del riesgo de
padecer enfermedades crdnicas en la vida adulta, entre las que se incluye la obesidad.

Entre las alteraciones nutricionales a las que puede someterse una madre gestante se
encuentra la restriccidon caldrica. Esta condicidn va a suponer un importante impacto en el desarrollo
del feto, especialmente si tiene lugar durante etapas que coinciden con el desarrollo de
determinadas estructuras y/o funciones fisiolégicas. Uno de los principales sistemas que resulta ser
afectado por una restriccién caldrica durante la gestacion es el sistema nervioso, tanto central como
periférico. Debido a su relevancia en la regulacion de la homeostasis energética y en el control del
peso corporal del organismo, la alteracién de este sistema es una de las razones principales por las
que la restriccién calérica programa al organismo a un mayor riesgo de padecer obesidad. Ademas,
hay evidencias de que la restriccion caldrica también conduce a alteraciones en los niveles
postnatales de la leptina, hormona producida por el tejido adiposo que también desencadena un
papel esencial en el balance energético y en el desarrollo hipotaldmico. Por tanto, una alteracion en
este sentido es también considerado como un potencial mecanismo de la mala programacién
metabdlica. Asimismo también han sido identificadas modificaciones epigenéticas en genes clave de
la regulacién energética y del metabolismo como potenciales mecanismos de la programacion.

Debido a la elevada prevalencia de la obesidad en nuestra sociedad y los hallazgos acerca del
origen de esta patologia en la vida fetal como consecuencia de la programacién temprana, se han
incrementado las investigaciones destinadas a encontrar estrategias para revertir los efectos de la
programacion y prevenir la obesidad desde etapas tempranas. En este aspecto, la suplementacion
con leptina en la vida postnatal parece ser un potencial sistema de reversion de eficacia comprobada.

Por otro lado, debido a su principal funcion como reserva energética en el organismo, no
debe olvidarse el papel del tejido adiposo en la homeostasis energética y regulacion del peso
corporal. Para ello, la realizacién del estudio experimental en un modelo animal utilizando ratas

Wistar gestantes sometidas a una restriccion caldrica del 20% durante los 12 primeros dias de
embarazo, ha permitido concluir que estas condiciones han tenido un efecto sobre algunos
pardmetros importantes de este tejido, en la descendencia de estos animales a una edad de 6 meses,
considerada edad adulta, y en condiciones de alimentacién ad libitum. Concretamente, en funcién de
los resultado obtenidos se sugiere una situacion de resistencia a leptina y posiblemente también a la
insulina, principales caracteristicas que conducen al desarrollo de un fenotipo obeso, mostrando asi
que la restriccion caldrica si ejerce efectos sobre este tejido a través de una mala programacion

durante el desarrollo fetal de estos animales.
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