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RESUMEN 

La desnutrición in utero es una de las principales causas para la predisposición de 

enfermedades en la vida adulta (programación fetal). La ontogenia de las gónadas y su 

función se pueden ver alterados por la desnutrición . Estudios en ovejas han demostrado 

que la restricción alimentícia durante periodos críticos del desarrollo tiene consecuencias 

sobre el desempeifo reproductivo. Sin embargo, a la fecha no hay datos suficientes con 

respecto al estrés nutricional fetal en el eje hipotálamo - hipófisis - gónada. El propósito 

del presente estudio es evaluar los efectos de la dieta baja en proteina durante el 

embarazo y/o lactancia sobre el desarrollo sexual de las ratas macho. 

Se emplearon ratas Wistar preñadas alimentadas con dietas isocalóricas con 

contenido normal (C) o restringido (R) de proteína. Los grupos experimentales fueron: 

control (CC), restringido en el embarazo y la lactancia (RR), control durante el embarazo y 

restringido durante la lactancia (CR) y restringido únicamente en la gestación (RC). 

Después del destete las crfas consumieron dieta control. Corno marcadores de desarrollo 

sexual se determinaron el descenso testícular y la retracción del prepucio. Se 

determinaron las concentraciones hormonales de la hormona luteinizante (LH) y 

testosterona en suero a los 70 días (d), la expresión de la enzima P450scc (21 y 70d), el 

conteo espermático (130 y 270d) y la tasa de fertilidad en la fase adulta (70 y 270d). Los 

datos fueron expresados como la Media ± EE. 

Se encontró retraso en el descenso testicular en los grupos desnutridos en alguna 

etapa, la misma tendencia se observó en la retracción del prepucio, aunque no hubo 

diferencias significatívas. Las concentraciones de LH y testosterona fueron menores en 

todos los grupos restringidos en algún momento del desarrollo con respecto al control. La 

expresión de la P450scc a los 21d, fue menor en ambos grupos restringidos durante la 

lactancia, la misma tendencia se observó a los 70d, aunque esta no fué estadísticamente 

significativa. A los 130d el conteo espermático se encontró bajo en el grupo RC y a los 

270d fue menor en todos los grupos, sin embargo esta disminución se encontró más 

marcada en ambos grupos desnutridos durante la gestación. La tasa de fertilidad a los 

70d no se vio afectada y a los 270d se observó disminuida en todos los grupos 

desnutridos. Por lo tanto, la restricción proteínica materna aplicada durante el embarazo 

y/o lactancia tuvo impacto en las crías a nivel fisiológico, bioqufmico, celular y molecular, 

dichos cambios posiblemente conllevan a la _alteración del eje hipotálamo - hipófisis -

testiculo, afectando la capacidad reproductiva en la vida adulta. 



ABSTRACT 

Malnutrition in utero is one of the principal causes for the predisposition of adult 

diseases (fetal programming). The normal ontogeny of gonadal development and 

function can be disrupted by undernutrition. Studies in sheep have been shown that 

malnutrition during early stages of development, can induce a reduction in the lifetime 

reproductive capacity. However at this time there are few studies about the effects of fetal 

nutritional stress on the hypothalamic - pituitary - gonadal axis. The present study 

evaluated the effects of a low protein diet during pregnancy andfor lactation in mate rat 

sexual development. 

To perform the study pregnant Wistar rats were fed with different isocaloric diets, 

either a control (C) or restricted (R) protein diet. The experimental groups were: control 

(CC), restricted during pregnancy and lactation (RR), control during pregnancy and 

restricted during lactation (CR), and restricted just during pregnancy (RC). After weaning 

mate pups were fed with control diet. Testes descent and preputial separation were used 

as a sexual development markers. LH and testosterone serum levels were determinated at 

70 days (d). The expression of the P450scc enzyme was analysed by Northern Blot in 

testes at 21 and 70d. Reproductive capacity was evaluated using sperm count at 130 and 

270d, besides fertility rate at 70 and 270d. Data are expressed as Mean ± SEM. 

Testes deseen! was delay significantly in all restricted groups, the same tendency 

was found in preputial separation but we could not find any statistical difference. LH and 

testosterone serum levels were lower in all groups restricted during sorne period. The 

expression of the P450scc enzyme at 21d was significantly lower in both groups restricted 

during lactation (RR, CR), the same tendency was found at 70d but it was not significan!. 

At 130d sperm count was disminished in the RC group and at 270d in both groups 

restricted during pregnancy (RR,RC). Fertility rate was not affected at 70d, but it was 

affected in all restricted groups at 270d. 

We conclude that maternal protein restriction applied during pregnancy andfor 

lactation had an impact in mate pups at physiological, biochemical, cellular and molecular 

levels, probably those changes imply the alteration of the hypothalamic - pituitary -

testicular axis, affecting the reproductive capacity in adult life. 
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1. HIPOTÁLAMO 

El hipotálamo es el principal centro de coordinación entre los sistemas 

endocrino y nervioso 1, regula las funciones cerebrales que incluyen temperatura, 

apetito, sed, comportamiento sexual, reacciones defensivas como ira y miedo, y 

ritmos corporales2. 

Anatómicamente el hipotálamo constituye una pequeña zona del cerebro 

anterior1, localizado debajo del tálamo y subtálamo3 (figura 1), se encuentra 

formado por grupos de neuronas, de las cuales las más fácilmente identificables 

son las de los núcleos supraópticos y los paraventriculares 1• 

El hipotálamo es el responsable del control de las hormonas liberadas por 

los lóbulos anterior y posterior de la hipófisis. Las hormonas segregadas por el 

hipotálamo son: 1) hormona liberadora de tirotropina (TRH), que estimula la 

secreción de la hormona estimulante de la tiroides: 2) hormona liberadora de 

corticotropina (CRH), la cual estimula la liberación de la hormona 

adrenocorticotrópica (ACTH); 3) hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), 

que controla la secreción de la hormona folículo estimulante (FSH) y la hormona 

luteinizante (LH); 4) Factor inhibidor de la liberación de prolactina (PIH) y factor 

liberador de prolactina (PRH), que controlan la secreción de dicha hormona: 5) 

hormona liberadora de la hormona del crecimiento y somatostatina, que estimula e 

inhibe la secreción de la hormona del crecimiento4
. 

El área preóptica y la porción basal del hipotálamo son los lugares en el que 

las neuronas secretan GnRH (decapéptido que estimula la función de la 

adenohipófisis5) , y el núcleo supraquiasmático que es una zona del hipotálamo 

implicada en la regulación de los ritmos corporales circadianos, los cuales son 

fluctuaciones de las concentraciones de algunas hormonas en el torrente 

circulatorio por ciclos de 24 horas3
. 
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Fig. 1 Esquema del hipotálamo y la hipófisis. 

2. HIPÓFISIS 

La hipófisis llamada también pituitaria, es una pequeña glándula que se 

encuentra localizada dentro de Ja silla turca en la base del cerebro y esta unida al 

hipotálamo por el tallo hipofisiario6 (figura 1 ). Desde el punto de vista anatómico y 

fisiológico se divide en dos partes: hipófisis anteñor (adenohipófasis) y la 

hipófisis posteñor (neurohipófisis) 1. Entre ambas hay una pequeña zona 

relativamente avascular denominada parte intermedia, que casi no existe en el 

hombre pero es mucho mayor y tiene importancia funcional en algunos animales5. 

La hipófisis posterior esta constituida en gran parte por las terminales de los 

núcleos supraóptico y paraventricular del hipotálamo; en tanto la hipófisis anterior 

tiene una conexión vascular especial con el encéfalo, es decir con los vasos 

portales hipofisiarios3
. 
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2.1 HIPÓFISIS ANTERIOR 

El lóbulo anterior de la hipófisis libera hormonas que regulan una gran 

cantidad de actividades corporales que van desde el crecimiento hasta la 

reproducción7
• Las hormonas que secreta la hipófisis anterior son: hormona 

estimulante de tiroides (TSH o tirotropina), hormona adrenocorticotropica (ACTH) , 

hormona luteinizante (LH), hormona foliculo estimulante (FSH), prolactina (PRL) y 

hormona del crecimiento (GH)4
. La secreción de dichas hormonas se puede 

estimular o inhibir por medio de las secreciones químicas del hipotálamo7
. 

En la figura 2, se representa el papel fundamental que desempeñan las 

hormonas de la hipófisis anterior en el control de las funciones metabólicas de 

toda la economía del organismo5
. 

Hipófisis 

anterior 

Fig. 2 Funciones metabólicas de las hormonas de la hipófisis anterior 

(Referencia Guyton, 1996) 
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3. TESTiCULO 

Los testículos (figura 3) son glándulas de forma ovalada (gónadas) que se 

encuentran dentro del escroto6
, que tienen como función la secreción de 

andrógenos y la producción de espermatozoides8·9. Los testículos están rodeados 

por una cápsula densa de tejido conectivo que se conoce como túnica albugínea, 

que se encuentra cubierta por los remanentes del proceso vaginal , formando la 

capa visceral y parietal de la túnica vaginal8 (prolongación del peritoneo en forma 

de saco que se forma durante el descenso de los testículos\ 

El tejido de la túnica albuginea se extiende hacia dentro del testiculo 

dividiéndolo en una serie de compartimientos internos que se denominan 

lóbulos7·9 , que contienen a su vez conductos enrollados que se llaman túbulos 

seminíferos7
, los cuales están formados por las células mioides peritubulares 

(PMC) que rodean a los túbulos y por las células de Sertoli cuya función es la 

nutrición, sostén y control endocrino de las células germinales io. 11
• entre los 

túbulos seminíferos se encuentran los macrófagos, fibroblastos, vasos sanguíneos 

y las células Leydig donde se secretan los andrógenos 10
. 

Células 

germinales 

Células éle Leydig 

-- Intersticio 

Vasos linfáticos 

Vasos sangulneos 

Fig. 3 Estructura del testículo (Referencia Tresguerres, 1999) 
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4. ESPERMATOGÉNESIS 

La espermatogénesis (figura 4) es la secuencia de acontecimientos 

citológicos mediante los cuales las células germinales inmaduras o 

espermatogonias se transforman en células germinales maduras o 

espermatozoides12
. Este proceso esta regulado por las hormonas hipofisarias LH y 

FSH, asl como por la testosterona13
. 

La duración del proceso completo de la espermatogénesis varia entre 

especies por ejemplo: 35 dlas en el ratón y hamster, aproximadamente 50 dias en 

la rata 13 y 74 dlas en el humano, realizándose en el testículo (64 días) y el 

epidídimo (10 dlas)12
. La espermatogénesis es un proceso continuo en el que se 

distinguen tres fases 12
: 

1• Fase 

Las espermatogonias se dividen por mitosis en: tipo A (A, - ~). intermedia, 

tipo B y las de reserva. La espermatogonia tipo B se convierte en espermatocito 

primario y en cada multiplicación se .originan nuevas células de reserva para 

reemplazar a aquellas que se han transformado en espermatocitos 11
. 

2• Fase 

En el proceso meiótico hay dos divisiones celulares. Mediante la primera 

división meiótica los espermatocitos primarios dan lugar a dos espermatocitos 

secundarios 11
• En la segunda división meiótica de cada espermatocito secundario 

se producen dos espermátidas11
. 

3• Fase 

También llamada espermiogénesis, que consiste en la transformación de 

las espermátidas en espermatozoides. Durante este proceso se empezarán a 

diferenciar las partes que constituyen al espermatozoide: la cabeza formada 
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exclusivamente por el núcleo, el acrosoma, el cuello y la cola que es la porción 

motriz del espermatozoide 11
. 

Tlt>ulo-

...,. ~primario (en profase 
~ de meiosis 1) 

Primera dMsión mei6tica 

~ ~ ~secundario 

Segunda dMsiOn mei6tica 

a ((\ e- &J ~ ESpennélides (en 
dos eta¡l8S de 
állarenclaci6n) 

"' E5¡lennatozoide 

.... 
~ Q # .. 

Fig. 4 Espermatogénesis. 

4.1 PAPEL DEL EPIDÍDIMO EN LA ESPERMATOGÉNESIS 

Las principales funciones del epidídimo son el transporte de los 

espermatozoides, su maduración (adquisición del potencial de fertilidad) y su 

almacenamiento14
• Cuando los espermatozoides llegan a la cabeza del epidídimo, 

no son móviles, y a medida que migran a través de la cabeza y el cuerpo del 

epidídimo maduran, de modo que cuando los espennatozoides llegan a la cola 

son móviles y capaces de reconocer y fertilizar el óvulo11
·
12

. 
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5. ESTEROIDOGÉNESIS 

Las células Leydig en el testículo sintetizan y secretan varias hormonas 

esteroideas que se conocen globalmente como andrógenos, los cuales estimulan 

el crecimiento del tracto reproductor masculino12
. Todas las hormonas esteroides 

para su síntesis utilizan un precursor común llamado colesterol15
. 

Los tejidos esteroidogénicos pueden sintetizar colesterol de novo a partir 

del acetato, aunque la mayor parte de este se toma de las lipoproteinas de baja 

densidad (LDL). En la rata los tejidos esteroidogénicos obtienen el colesterol de 

las lipoprotelnas de alta densidad (HDL)16
. El colesterol se esterifica y se 

almacena en gotas de grasa4
. 

El colesterol es transportado desde los sitios de almacenamiento por medio 

de la StAR (proteina reguladora aguda de esteroides)15 al interior de la 

mitocondria donde la P450scc (enzima divisora de la cadena lateral) convierte el 

colesterol en pregnenolona 15
, paso limitante de esta ruta de biosíntesis 16

• 

La pregnenolona se libera de la mitocondria y pasa al reticulo endoplásmico 

liso, donde a partir de ella se deshidrogena a la forma progesterona una reacción 

catalizada por la 3P-HSD (3P-hidroxiesteroide deshidrogenasa)3
. 

En el testículo existen dos vías metabólicas que conducen a la sintesis de 

testosterona 12 (figura 5): la ruta t.5 en la cual se hidroxila algo de la pregnenolona 

en 17 alfa-hidroxipregnenolona; y la ruta M donde la progesterona se hidroxila 

en 17 alfa-hidroxiprogesterona; la enzima que cataliza estas reacciones es la 

P450c17 (17a hidroxilasa). La importancia relativa de estas dos vías varia según 

la especie; en el testiculo humano la más importante es la t.5, mientras que en los 

roedores es la t.412
. 
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La 17, 20 liasa (P450c17) cataliza la conversión de 17 alfa­

hidroxipregnenolona y la 17 alfa-hidroxiprogesterona en dehidroepiandrosterona 

y androstendiona respectivamente4
, la conversión respectiva de estos productos 

en androstendlo/ y testosterona se lleva a cabo por medio de la 17 

cetorreductasa 13
. 

La conversión de testosterona a dihidrotestosterona y estradiol es 

catalizada por la 5 alfa-reductasa y P450aro (aromatasa) respectivamente, esta 

ultima enzima cataliza la conversión de androstendiol a estrena y el cambio de 

este último a estradiol se lleva a cabo por medio de la 17 cetorreductasa 16
. 
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Fig. 5 Biosíntesis de andrógenos gonadales. 
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6. EJE HIPOTÁLAMO- HIPÓFISIS - TESTÍCULO 

El eje hipotálamo - hipófisis - gónada tiene gran importancia en la 

regulación de las funciones reproductoras, en el sexo masculino tiene un papel 

importante en : 

• El desarrollo del fenotipo en el embrión 

• La maduración sexual en la pubertad 

• La función endocrina del testículo (producción de testosterona) 

• La función exocrina del testículo (producción de espermatozoides) 

Dicha regulación comienza fundamentalmente por la secreción de la 

hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) por el hipotálamo. Esta hormona 

estimula a la hipófisis anterior, induciendo la secreción de otras dos hormonas: 1) 

la hormona luteinizante (LH) y 2) la folículo estimulante (FSH)5
. 

La LH secretada incrementa la esteroidogénesis en las células de Leydig, y 

la espermatogénesis requiere la presencia de FSH y altas concentraciones 

intracelulares de testosterona en las células de Sertoli12 (figura 6). 

La testosterona secretada por los testiculos tiene la propiedad de inhibir a 

su vez la secreción de la LH, como consecuencia de un efecto directo de la 

testosterona en el hipotálamo disminuyendo la formación de GnRH, lo que 

conduce a la disminución de LH y FSH por la hipófisis anterior5
, así pues, cuando 

la secreción de testosterona aumenta, este mecanismo de retroalimentación 

negativa reduce la secreción de GnRH17
. 

Las células de Sertoli aparte de dar soporte al desarrollo de los 

espermatozoides, también son responsables de la sintesis de una proteína fijadora 

de andrógenos (ABP) y de la inhibina 18
, esta última ejerce un mecanismo de 

retroalimentación negativa sobre los centros hipotalámicos que controlan la 

producción de GnRH, por lo tanto disminuye la secreción FSH por la 

adenohipófisis 12
· 11. 
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Fig. 6 Eje Hipotálamo- Hipófisis - Testículo. 
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7. PROGRAMACIÓN FETAL 

El desarrollo de los mamíferos necesita establecer un grado de autonomía 

durante la vida fetal para conseguir independizarse y sobrevivir después del 

nacimiento, sin embargo este pasa a través de periodos críticos durante los cuales 

puede ser influenciado por aspectos del ambiente intrauterino dependiendo de la 

nutrición y metabolismo materno. Por lo tanto el desarrollo de los mecanismos 

homeostáticos es necesario para garantizar su existencia.19
. 

Es por ello que el desarrollo fetal y la programación de la calidad de 

nuestras vidas desde etapas tempranas del desarrollo, se convierten en una 

historia fascinante. En principio, el mapa genético que nosotros obtenemos de 

nuestros padres determina nuestras habilidades tanto físicas como mentales; y la 

integración de la actividad de todos nuestros genes en los diferentes tipos de 

células regularán como funcionaremos como individuos20
. 

Sin embargo, existen otros factores que afectan el desarrollo fetal como 

son: el estado nutricional de la madre antes del embarazo, su metabolismo y 

fisiologia, su dieta durante la gestación, el resultante hormonal y el medio 

circulatorio que mantiene el desarrollo fetal19
. 

Por lo tanto no sólo somos producto de nuestros genes sino también de la 

naturaleza del ambiente intrauterino en el cual nos desarrollamos20
. 

Los hallazgos realizados en 1986 por el Dr. David Barker, enfocados en 

realizar una correlación entre el bajo peso al nacimiento y el riesgo a 

enfermedades coronarias en la vida adulta21
• fueron el inicio de varios estudios 

epidemiológicos encaminados a identificar la relación que existe entre la talla, 

peso y fenotipo del neonato con enfermedades cardiovasculares, 

cerebrovasculares, dislipidemias, hipertensión arterial e intolerancia a la 

glucosa22
. 

Actualmente se sabe, gracias a los estudios realizados en animales de 

experimentación y a la epidemiología cllnica, que la calidad de la vida fetal puede 
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afectar en gran medida y de forma irreversible las características fisiológicas y 

metabólicas en la vida adulta22
• 

Un determinante dominante del crecimiento fetal es el medio nutricional y 

hormonal en el que el feto se desarrolla y en particular, el suplemento de 

nutrimentos y oxlgeno23
• 

La hipótesis del origen fetal de las enfermedades en el adulto propone que 

alteraciones en la nutrición fetal y el estado endocrino, cambiará 

permanentemente la estructura, fisiologia y metabolismo, predisponiendo a los 

individuos a enfermedades cardiovasculares, metabólicas y endocrinas en la etapa 

adulta23
•
24

• 

La programación fetal describe el proceso mediante el cual las 

condiciones intrauterinas anormales incrementan la susceptibilidad para el 

desarrollo de enfermedades en la vida adulta, como sucede en la desnutrición o 

en la exposición anormal a glucocorticoides21
•
25

•
26

• 

La programación va a ocurrir durante ventanas críticas del desarrollo, en las 

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

última etapa del embarazo o en el inicio de la lactancia27
. 

Por lo tanto, las influencias nutricionales pueden ser causa dominante de 

programación. Por ejemplo, la desnutrición a diferentes etapas del embarazo, 

conduce a fenotipos caracteristicos, como puede ser el bajo peso y menor talla al 

nacimiento, cada uno de estos asociado con un determinado patrón de 

anormalidades metabólicas en el adulto28
• 
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Algunos ejemplos de programación durante el desarrollo son los 

siguientes20
: 

• Enfermedades del corazón 

• Estructura hepática y colesterol sérico 

• Diabetes y desarrollo pancreático 

• Obesidad 

• Forma de las huellas digitales 

• Cerebro y conducta 

• Defensa inmunológica 

• Actividad reproductiva y fertilidad . 

Es por ello que la salud de una persona está intimamente relacionada a las 

condiciones que tuvo en las primeras etapas de su vida; condiciones que pueden 

programar al hígado, corazón , riñones y especialmente a la función cerebral20
. 
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8. PROGRAMACIÓN FETAL Y EL EJE HIPOTÁLAMO- HIPÓFISIS- TESTÍCULO 

La clave del suceso evolutivo de todas las especies es la capacidad de 

producir generaciones consecutivas del mismo organismo. Esto envuelve la 

coordinación funcional de los órganos que comprometen al eje reproductivo y la 

habilidad de estos para adaptar sus funciones al ambiente interno y externo del 

individuo29
. 

El medio endocrino, nutricional y metabólico programa la anatomía y 

fisiología del individuo, cuyos cambios persistirán en la vida postnatal30
, 

influenciando desfavorablemente la fisiología y la salud de los individuos en la vida 

adulta31
. 

Por ejemplo, en organismos con un rápido desarrollo, la malnutrición en la 

vida temprana es un serio desafío en el cual su sistema se tratará de adaptar para 

sobrevivir. La cantidad o calidad de la nutrición en estos periodos críticos tiene 

consecuencias permanentes en la vida tardía32
. Uno de los mecanismos para 

adaptarse al inadecuado abastecimiento de nutrimentos es retardando la 

velocidad de la división celular de los tejidos y órganos, los cuales pueden alterar 

la programación de la estructura y función de su sistema32
•
33

. 

El Dr. Peter W. Nathanielsz en su libro "Life in the Womb: The Origin of 

Health and Disease", menciona diez principios de la programación y uno de ellos 

es que los efectos son diferentes en los machos que en las hembras, debido a 

que en todas las etapas del desarrollo los fetos varones y los infantes crecen 

mucho más rápido que las niflas y este rápido desarrollo de las células es 

generalmente más vulnerable a los efectos de un inadecuado abastecimiento de 

nutrimentos20
. 
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Debido a que la desnutrición induce los cambios mas drásticos cuando esta 

se aplica durante etapas criticas del desarrollo como son la gestación y la 

lactancia, cualquier efecto de la desnutrición en el proceso de diferenciación de 

un tejido, la formación de las gónadas o el establecimiento de sistemas asociados 

de enzimas, puede tener efectos fundamentales en la subsecuente función de 

dichos órganos27
•
34

• 

El desarrollo del eje hipotálamo - hipófisis y la slntesis de gonadotropinas 

en los fetos, son potencialmente sensibles a la nutrición35
. Las etapas del 

desarrollo fetal en el cual cada uno de los órganos es susceptible a las influencias 

ambientales o nutricionales no son necesariamente las mismas27
. 

Los periodos fisiológicos relevantes del desarrollo fetal son: después de la 

diferenciación sexual, es decir durante la fase temprana a la respuesta de 

andrógenos; la fase media de la respuesta de andrógenos del sistema nervioso 

central (SNC}, esto es, antes de la función hipofisiaria y después de la entrada de 

la secreción de gonadotropinas31
. 

Se sabe que el eje neuroendocrino reproductivo de varias especies de 

mamíferos se diferencia sexualmente por la exposición de los fetos a las 

hormonas esteroides masculinas36
. 

Se ha propuesto que las alteraciones neuroendocrinas provocadas por el 

estrés podrlan afectar directa o indirectamente la conducta sexual masculina, ya 

que ésta depende principalmente de la testosterona, cuya secreción se suprime 

durante el estrés37
• Durante la vida fetal la testosterona regula la diferenciación del 

sistema reproductor masculino y el estradiol regula la actividad de la testosterona, 

conduciendo a diferencias en la estructura y funcionamiento de los órganos 

sexuales masculinos. Las desorganizaciones endocrinas alteran los niveles 

hormonales de la sangre, incluyendo la producción de hormonas, liberación, 

transporte y metabolismo35
. 
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Por lo tanto, la etapa del desarrollo, el tiempo de exposición a los asteroides 

y la cantidad de testosterona in utero son determinantes importantes de la 

masculinización postnatal38
. 

La desnutrición materna afecta el desarrollo de los testículos33, retrasa la 

entrada a la pubertad en los machos27
•
32 y en algunas circunstancias puede tener 

efectos permanentes en su futura capacidad para producir espermatozoides33
. En 

los machos adultos de varias especies de mamíferos, la nutrición tiene profundos 

efectos en el libido y función testicular31
. 

Lo descrito anteriormente demuestra que el desempeño reproductivo de los 

animales en la vida adulta esta determinado en parte por factores prenatales y 

postnatales, dichos cambios están probablemente mediados a través de 

modificaciones a todo nivel del eje hipotálamo - hipófisis - gónada. 

Sin embargo, se requiere identificar la relación entre las anormalidades del 

desarrollo y la función reproductiva, para poder elucidar mas adelante los 

mecanismos por los cuales los factores ambientales afectan los órganos 

reproductivos de las crías en desarrollo27
. 
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11. FLANTEAMIENTO DEL 
FR05LEMA 



El desempei'lo reproductivo en la vida adulta esta determinado en parte por 

una gran variedad de factores ya sea durante el desarrollo o después del 

nacimiento. Estudios en ovejas han demostrado que la desnutrición durante 

etapas tempranas del desarrollo, ya sea antes o después del nacimiento reduce la 

capacidad reproductiva en las hembras. 

Sin embargo, a la fecha existen pocos estudios relacionados con los 

efectos de la desnutrición materna durante etapas tempranas del desarrollo en la 

capacidad reproductiva del macho en la vida adulta. 

Es por ello que, por medio de este proyecto de investigación buscamos 

incrementar la información de los estudios relacionados con este tema y tratar de 

elucidar cómo la restricción protelnica materna altera el desarrollo del eje 

hipotálamo - hipófisis - testlculo , de las crías macho provenientes de madres 

desnutridas durante la gestación y/o lactancia. 
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111. HIFÓTL.515 



• La desnutrición durante periodos criticos del desarrollo como la gestación y 

lactancia, promoverá cambios en la función del eje reproductivo, 

posiblemente afectando durante la vida postnatal los marcadores del 

desarrollo sexual, la regulación hormonal, la expresión de enzimas clave en 

la esteroidogénesis y la fertilidad en la vida adulta. 
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IV. 05JE_TIV05 



e¡ . . 

OBJETIVO GENERAL 

• Estudiar los efectos de la restricción proteínica de la rata gestante y/o 

lactante en el desarrollo sexual de las crías macho. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Evaluar los marcadores de desarrollo sexual por medio del descenso 

testicular y la retracción del prepucio en las ratas macho provenientes de 

madres restringidas proteínicamente durante alguna etapa. 

• Cuantificar las concentraciones hormonales de LH y testosterona a los 70 

días de edad, en las crías macho de los diferentes grupos de estudio. 

• Determinar la expresión del RNA mensajero de la enzima P450scc, en 

testiculos de 21 y 70 días de ratas expuestas a la restricción proteínica 

materna. 

• Estudiar los efectos del estrés nutricional durante el embarazo y/o lactancia 

sobre la capacidad reproductiva de las ratas macho, empleando como 

parámetros la tasa de fertilidad y el conteo espermático. 
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V. MA TE.RIALE_5 Y Mt TODOS 



1. M ANEJO DE ANIMALES 

Los procedimientos involucrados con los animales fueron aprobados por el 

Comité de Ética y Experimentación Animal del Instituto Nacional de Ciencias 

Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán" (INCMNSZ). 

Para este trabajo se emplearon ratas hembra de la estirpe Wistar de 1 O a 

12 semanas de edad y con un peso de 240 ± 20g. Las hembras fueron colocadas 

en cajas de acrilico en un cuarto del bioterio perteneciente al Instituto Nacional de 

Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán" (INCMNSZ), bajo condiciones 

controladas de temperatura (22 ± 2ºC) y ciclo de luz /oscuridad (12 h de luz y 12 

de oscuridad). El alimento y agua fueron ad libitum. Las hembras fueron colocadas 

con un macho de la misma cepa para el apareamiento. A la mañana siguiente 

fueron realizados frotis vaginales con el fin de observar espermatozoides e indicar 

asi el día de la concepción. 

Las ratas preñadas fueron retiradas de la caja de acrílico y colocadas en 

cajas metabólicas para seguir diariamente la evolución del peso y alimento (dieta 

experimental asignada). En el día 20 de gestación las hembras fueron trasladadas 

en cajas de acrllico. 

El dia del parto (dla 22), fue designado como inicio de la lactancia, 

registrando el peso corporal, talla y número de crías. Al día 2 de nacimiento, las 

camadas fueron ajustadas a doce crías (en una proporción 1: 1 hembra y macho) . 

Las madres con menos de doce o mas de 15 crías fueron excluidas del estudio. 
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2. GRUPOS DE ESTUDIO 

A las hembras prel'\adas les fueron asignadas en forma aleatoria una de 

las dos dietas experimentales: 

Grupo Control (C): dieta a base de caseína al 20% (dieta control) 

Grupo Restringido (R): dieta isocalórica a base de caseína al 10% (dieta 

restringida). 

Para la lactancia se formaron cuatro grupos experimentales, partiendo de 

los antes mencionados: 

Grupo CC: dieta control durante el embarazo y la lactancia. 

Grupo RR: dieta restringida durante el embarazo y la lactancia. 

Grupo CR: dieta control durante el embarazo y restringida durante la 

lactancia. 

Grupo RC: dieta restringida durante el embarazo y control durante la 

lactancia. 

Al término de la lactancia (21 días de edad) las crías fueron separadas de la 

madre y colocadas de acuerdo al sexo en cajas de acrílico y a partir de ese 

momento alimentadas con la dieta control. 

3. ELABORACIÓN DE LAS DIETAS 

Las dietas empleadas fueron preparadas en la planta piloto de la Unidad de 

Tecnología de Alimentos del INCMNSZ. Utilizando los siguientes equipos: 

Mezcladora Hobart®: Modelo A200 The Hobart MFG. C.O. 

Báscula EURA® : Peso total 100 Kg. Modelo 2000/100, Basculas ESHER. 

Balanza Sartorius®: Sensibilidad 0.001g 
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La composición de las dietas se muestra en el Cuadro 1. La dieta control 

corresponde a las últimas recomendaciones de la NRC de 1993, para roedores en 

periodo de gestación y lactancia39. 

Los componentes de la dieta fueron pesados en la balanza o báscula 

según la cantidad requerida y fueron introducidos en el tazón de la mezcladora 

Hobart® . La dieta fue revuelta durante 15 minutos; transcurrido este tiempo se le 

adicionó agua (2% L I 7Kg de dieta) , dejándola incorporarse durante 5 minutos 

más, hasta obtener una pasta moldeable. 

Con la masa obtenida fueron formadas galletas, dejándolas secar durante 

2 ó 3 días a temperatura ambiente. Las galletas obtenidas fueron guardadas en 

refrigeración para su conservación . 

Cuadro 1 

Composición de las dietas experimentales. 

DIETAS ISOCALÓRICAS (4Kcal/g de dieta) 

l. DIETA CONTROL 11. · DIETA RESTRINGIDA 

Caseína 20% Caseína 10% 

Cistina 0.3% Cistina 0.15% 

Mezcla de Vitaminas 1.0% Mezcla de Vitaminas 1.0% 

Mezcla de Minerales 3.5% Mezcla de Minerales 3.5% 

Colina 0.165% Colina 0.165% 

Celulosa 5.0% Celulosa 5.0% 

Almidón 32.52% Almidón 37.59% 

Dextrosa 32.52% Dextrosa 37.59% 

Aceite de maíz 5.0% Aceite de maíz 5.0% 

Ingredientes: case/na, mezcla de minerales, vitaminas y colina fueron obtenidos de Harlan Teklad, 

Madison Wisconsin; almidón y dextrosa de Droguería Cosmopolita, México; cistina y celulosa de 

Sigma - Aldrich Química S.A de C.V, México; aceite de malz de Arrancia Corn productos S.A de 

C.V, México. 
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Los machos fueron evaluados en diferentes etapas, cerca de la pubertad y 

en diferentes periodos de la vida adulta a nivel Fisiológico, Bioquímico, Celular y 

Molecular. 

4. MARCADORES DE DESARROLLO SEXUAL 

4.1 DESCENSO DE TESTÍCULOS 

Las ratas macho de los cuatro grupos de experimentación fueron revisados 

diariamente a partir del día 15 de edad, para poder determinar el día que finalizaba 

el descenso de los testículos de la región inguinal a la base del escroto40. 

A B 

e 

Diferentes etapas del descenso de testículos: fase de inicio (A), intermedia 

(B) y final (C). 
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4.2 RETRACCIÓN 8ALANO PREPUCIAL 

la retracción del prepucio fue detenninada en los machos de los diferentes 

grupos de estudio por examinación diaria a partir del día 30 de edad, intentando 

manualmente la separación del prepucio aplicando una presión suave, dicha 

inspección finalizaba el día que se lograba la retracción total. 

Fig. 7 Pene de la rata antes (izquierda) y después (derecha) de la separación41.En 

la rata macho la separación del prepucio es el resultado de la comificación del 

epitelio balano- prepucial (Referencia Korenbrot CC et al, 1977). 

5. OBTENCIÓN DE MUESTRAS BIOLÓGICAS 

Los animales fueron sacrificados a diferentes edades por medio de 

decapitación. la sangre fue reco~a en tubos de vidrio. Los testículos fueron 

disecad~ y pesados (Balanza Sartorius® ), el testículo derecho fue congelado y 

almacenado en el REVCO a - 75ºC. El epidídimo completo fue retirado del 

testículo derecho, para ser empleado posteriormen~ en el c;onteo espennático. 
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6. MARCADORES BIOQUIMICOS 

Las concentraciones séricas de LH y testosterona fueron determinadas en 

machos de 70 dias de edad por radioinmunoanálisis (RIA). 

La LH fue determinada por RIA de doble anticuerpo, empleando la hormona 

estándar y los anticuerpos específicos anti LH de rata, proporcionado por NIDDK 

(National lnstitute of Diabetes, Digestive and Kidney Oiseases, Baltimore, MD). La 

LH fue yodada por el método de cloramina - T, siguiendo la separación de 

proteinas libres y unidas [1251], por Sephadex G - 100. Los resultados fueron 

expresados en términos de NIDDK - rata - LH - RP3. La sensibilidad del RIA fue 

de 0.035 ng/ensayo/tubo; los coeficientes de variación intra- e interensayo fueron 

<7% y 9% respectivamente. 

Las concentraciones de testosterona fueron determinadas utilizando un kit 

comercial para rata de OPC Coat - a - Count (TKTI1), adquirido de Oiagnostic 

Products Corporation, Los Angeles, CA, es un RIA de fase sólida el cual emplea 

un anticuerpo especifico y testosterona marcada radioactivamente con 1251. Las 

variabilidades intra- e interensayo fueron de <5 y <9%. 
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7. MARCADORES MOLECULARES 

El RNA total fue extraído del testículo derecho de cada animal de los grupos 

experimentales en estudio por homogenización en el reactivo de Trizol™ 

(lnvitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) y cuantificado por 

espectrofotometria a la longitud de onda de 260nm. 20µg de las muestras del RNA 

total fueron sometidas a electroforesis en un gel al 1.2% (p/v) de agarosa­

formaldehído, el cual fue transferido durante toda la noche a una membrana de 

naylon Z-Probe (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y fue fijado a la membrana por 

irradiación UV (Gene Cross - Linker; Bio - Rad). La carga igual y la integridad del 

RNA fue monitoreado por la tinción con bromuro de etidio de la subunidad 28S del 

rRNA. 

El cDNA de la sonda para la P450ssc de rata usada en este estudio fue 

generada como producto de RT-PCR (310 bp) obtenida usando dos cartillas de 

oligonucleótidos: sentido 5'-ATGCTGGCAAAAGGTCTTTGC-3' y antisentido 5'­

CCTGTAAATGGGGCCATACTT-3' flanqueando el exon 1 del gen de la P450scc. 

La numeración de la posición de la base de los nucleótidos fue tomada del banco 

de genes número de acceso J05156 (rata mRNA P450scc). 

Las membranas fueron prehibridizadas por 2 horas a 68ºC en la solución 

Quikhyb Stratagen (Stratagen, La Jolla, CA, USA) y después fue hibridizada con la 

sonda marcada con [32P], empleando un kit de clasificación al azar de la cartilla de 

oligonucleótidos (RadPrime DNA labeling System lnvitrogen, Lite Technologies, 

Carlsbad, CA, USA). Después de 24 horas de hibridación, la membrana fue lavada 

dos veces por 20 minutos en 2x SSC con 0.1 % SOS y posteriormente una vez con 

0.1 x SSC con 0.1 % SOS por 20 minutos a 59ºC. Las membranas fueron 

expuestas en placas Kodak X-AR (Rochester, NY, USA). El escaneo de las 

densitometrias de las placas de rayos X fue llevado a cabo con Software 

Bioimaging Systems (LabWork versión 4.5, uvp, lnc. Upland CA). La expresión de 

la P450scc fue calculada empleando las densitometrías de los transcritos del 

mRNA y de la subunidad 28S del rRNA. 
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8. MARCADORES CELULARES 

8.1 CONTEO ESPERMÁTICO 

El epididimo completo se dejó libre de tejido adiposo circundante y fue 

pesado. Posteriormente la cola del epidídimo fue cortada, pesada y colocada en 

una caja Petri para ser disgregada en 1ml de HAM'S y se realizó una dilución 

1 :20 (determinada durante la estandarización de la técnica) . 

Para el conteo de los espermatozoides fue utilizada la cámara de Neubauer, 

y el microscopio de luz a 400x, contando 5 cuadros de la parte inferior y superior, 

realizándolo por duplicado. 

El procedimiento fue el 

siguiente: la cámara contiene 25 

cuadrados grandes, cada uno de los 

cuales contiene 16 cuadrados mas 

pequeños. Si un espermatozoide se 

encontraba en la línea que divide a 

dos cuadros adyacentes, solo se 

contaba el que estaba en el lado 

~'Lo Lobo<optik superior o izquierdo del cuadro. 

Para la determinación de la concentración de espermatozoides de la 

muestra el promedio obtenido fue dividido entre el factor apropiado para la 

dilución utilizada42
, el cual se indica en el siguiente cuadro: 
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Cuadro 2 

Factores de conversión 

Número de cuadrados grandes contados 

Espermatozoides 

por campo de 
Dilución 25 10 5 

400x 

<15 1 :5 (1 + 4) 20 8 4 

15-40 1:10(1 +9) 10 4 2 

40-200 1:20 (1+19) 5 2 

> 200 1 :50 (1 + 49) 2 0.8 0.4 

9. MARCADORES FISIOLÓGICOS 

9.1 TASA DE FERTILIDAD 

Para determinar la fertilidad en los machos, se utilizaron ratas hembra 

vírgenes de la estirpe Wistar de 10 a 12 semanas de edad, a las cuales se les 

realizó diariamente, a la misma hora y durante una semana frotis vaginal, para 

elegir a las hembras ciclantes. Los machos para este estudio fueron seleccionados 

aleatoriamente de los diferentes grupos de estudio. 

Los animales para el apareamiento fueron colocados uno a uno durante 5 

días. Al término los machos fueron separados y regresados a sus respectivas 

cajas. Las hembras fueron mantenidas individualmente hasta el día 15 de la 

gestación para obtener el porcentaje de fertilidad . 
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10. ANÁLISIS ESTADfSTICO 

Para los resultados de peso corporal de las madres fue utilizada la prueba 

t student, en los machos para los marcadores de desarrollo sexual, bioquímico, 

molecular y celular fue utilizada la ANOVA de 1 vía y en los marcadores 

fisiológicos ·;,,2, considerando como nivel mínimo de significancia el valor de 0.05. 

En todos los casos el análisis estadístico fue realizado empleando la versión 5.0 

de Sigma Stat. 

La n= de los resultados del descenso de testículos y retracción del prepucio 

es por camada y los demás resultados por crías provenientes de diferentes 

camadas. 
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VI. RESUL T AD05 



1. CARACTERÍSTICAS DE LAS MADRES 

Tal como se puede observar en la Figura 8, los resultados demuestran que 

el consumo de la dieta durante la gestación no alteró el peso corporal de las 

madres, sin embargo al final de este periodo los grupos restringidos presentaron 

una ligera disminución en el peso, lo cual no fué significativo. Después del parto, 

las madres del grupo RR mostraron siempre menor peso con respecto al resto de 

los grupos, por otra parte la dieta provocó la recuperación de las madres 

restringidas durante el embarazo (RC), lo que no sucedió con el grupo restringido 

en la lactancia (CR) ya que como consecuencia del consumo de la dieta 

restringida, perdió peso durante este periodo, pero esta reducción no fué 

estadísticamente significativa. 
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Fig. 8 Peso corporal de las madres durante la gestación y lactancia. CC (control­

control) n=10; RR (restringido-restringido) n=10; CR (control-restringido) n=10; RC 

(restringido-control) n=10. Los datos están expresados como la Media± EE. 
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En la Figura 9, podemos observar que durante la gestación el tipo de dieta 

no influyó en la ingesta de alimento de las madres. Al ténnino de la gestación se 

puede ver que las madres de los grupos restringidos durante la lactancia (RR y 

CR) presentaron menor ingesta a pesar de no ser significativo. 
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Fig. 9 lngesta de alimento de las madres durante la gestación y lactancia. CC 

(control-control) n=10; RR (restringido-restringido) n=10; CR (control-restringido) n=10; RC 

(restringido-control) n=10. Los datos están expresados como la Media :t EE. 
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2. MACHOS 

2.1 MARCADORES DE DESARROLLO SEXUAL 

Como se puede observar en la Figura 1 O, se encontró retraso en el 

descenso testicular de las crias macho provenientes de madres desnutridas 

durante la gestación y/o lactancia, siendo este retraso estadísticamente 

significativo (CC =23.4 :t 0.190, RR = 27 .8 ± 0.294, CR = 25.5 ± 0.224, RC = 25.6 ± 

0.544 días; p<0.05). 
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Fig. 10 Descenso de los testiculos (días) en ratas macho expuestas a diferentes 

dietas durante la gestación y/o lactancia. CC (control-control); RR (restringido-restringido); 

CR (control-restringido); RC (restringido-control). Media ± EE; •p<0.05 vs CC. 
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Por otra parte el dla en el cual finalizó la retracción del prepucio no se vió 

afectado; sin embargo, como se puede notar en la Figura 11, se observó una 

tendencia al retraso en los grupos desnutridos durante la lactancia RR y CR 

aunque no fue estadísticamente diferente (CC =41 .5 ± 0.889, RR = 44.8 ± 0.886, 

CR = 43.4 ± 0.818, RC = 41 .5 ± 0.204 días). 
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Fig. 11 Retracción del prepucio (dias) en ratas macho expuestas a diferentes 

dietas durante la gestación y/o lactancia. CC (control-control); RR (restringido-restringido): 

CR (control-restringido): RC (restringido-control). Media± EE. 
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2.2 MARCADORES BIOQUIMICOS 

Como se puede observar en la Figura 12, las concentraciones séricas de 

LH en los machos de 70 dias de edad fueron estadísticamente menores en todos 

los grupos desnutridos durante alguna etapa del desarrollo (CC =7.452 ± 0.907, 

RR = 3.922 ± 0.458, CR = 4.668 ± 0.585, RC = 3.849 ± 0.437ng/ml; p<0.01 ). 
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Fig. 12 Concentraciones de LH (ng/ml) en ratas macho expuestas a diferentes 

dietas durante la gestación y/o lactancia. CC (control-control); RR (restringido-restringido); 

CR (control-restringido); ·Re (restringido-control). Media± EE; •p<0.01 vs CC. 
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Al igual que las concentraciones de LH, se encontró una tendencia similar 

en los niveles de testosterona determinados en suero de ratas macho a los 70 días 

de edad, siendo esta disminución comparada con el grupo control 

estadísticamente significativa. Figura 13, (CC =1 .879 ± 0.3, RR = 0.90 ± 0.09, 

CR = 1.067 ± 0.1, RC = 1.44 ± 0.17ng/ml; p<0.01). 
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Fig. 13 Concentraciones de testosterona (ng/ml) en ratas macho expuestas a 

diferentes dietas durante la gestación y/o lactancia. CC (control-control); RR (restringido­

restringido); CR (control-restringido); RC (restringido-control). Media± EE; *p<0.01 vs CC. 
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2.3 MARCADORES MOLECULARES 

Refiriéndonos al nivel molecular encontramos que la expresión de la 

P450scc (enzima clave de la esteroidogénesis), la cual fue determinada en 

testiculos de 21 dlas de edad fué, en comparación con el grupo control 

estadisticamente menor en ambos grupos desnutridos durante la lactancia RR y 

CR; tal como se observa en la Figura 14, (CC =0.830 ± 0.130, RR = 0.417 ± 0.071 , 

CR = 0.370 ± 0.11 O, RC = 1.103 ± 0.0601, p<0.01 ). 
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Fig. 14 A: Northern blot de RNA de testiculos de ratas de 21 días. Fue utilizada 

una sonda para P450scc marcada con 32P, B: Ribosomal 28 S teí'lido con bromuro de 

etidio, C: gráfica que muestra la abundancia relativa del mRNA del citocromo P450scc vs 

ribosomal 28 S. CC (control-control); RR (restringido-restringido); CR (control-restringido); 

RC (restringido-control). Media ± EE; *p<0.01 VS ce. 
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Además, se observó que la expresión de la misma enzima (P450scc}, ahora 

determinada en testlculos de 70 dlas, tiende a ser nuevamente menor en los 

grupos desnutridos durante la lactancia RR y CR, aunque dicha tendencia no fué 

estadísticamente significativa entre grupos los grupos de estudio. Figura 15, 

(CC =0.452 ± 0.112, RR = 0.331 ± 0.027, CR = 0.350 ± 0.051 , RC = 0.440 ± 0.078). 
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Fig. 15 A: Northern blot de RNA de testiculos de ratas de 70 días. Se utilizo una 

sonda para P450scc marcada con 32P, 8 : Ribosomal 28 S teñido con bromuro de etidio, C: 

gráfica que muestra la abundancia relativa del RNAm del citocromo P450scc vs ribosomal 

28 S. CC (control-control); RR (restringido-restringido); CR (control-restringido); RC 

(restringido-control). Media ± EE. 
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2.4 M ARCADORES CELULARES 

A nivel celular pudimos observar que en comparación con el grupo control, 

la cuenta espermática a los 130 días de edad se encontró disminuida solamente 

en el grupo desnutrido durante la gestación RC. Figura 16, (CC =398.5 ± 9.208, 

RR = 375.0 ± 11 .36, CR = 374.5 ± 9.35, RC = 313.5 ± 23.89 x106
; p<0.05). 
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Flg. 16 Conteo espermático (X106
) a los 130 dlas en ratas macho expuestas a 

diferentes dietas durante la gestación y/o lactancia. CC (control-control); RR (restringido­

restringido); CR (control-restringido); RC (restringido-control). Media± EE; •p<0.05 VS ce. 
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A los 270 dlas de edad, cuando los machos son un poco mas víejos, se 

encontró que el conteo espermátíco dísminuyó en todos los grupos; sín embargo, 

esta reduccíón fue más remarcada en ambos grupos desnutrídos durante la 

gestacíón RR y RC. Figura 17, (CC =344.25 ± 17.63, RR = 274.25 ± 10.82. 

CR = 341 .0 ± 19.09, RC = 287.5 ± 14.38 x106
; p<0.05). 
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Fig. 17 Conteo espermátíco (X 106
) a los 270 días en ratas macho expuestas a 

diferentes dietas durante la gestación y/o lactancia. CC (control-control); RR (restringido­

restringido); CR (control-restringido); RC (restringido-control). Media± EE; *p<0.05 vs CC. 
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2.5 M ARCADORES F ISIOLÓGICOS 

Desde etapas tempranas del desarrollo, observamos cambios a nivel 

fisiológico, bioquímico, celular y molecular, pero a pesar de estas modificaciones la 

tasa de fertilidad no se vió afectada en los adultos jóvenes (70 días de edad). 

Figura 18, (CC =100, RR = 100, CR = 80, RC = 100%), pero sí tuvieron un impacto 

en la capacidad reproductiva en los adultos mas viejos (270 días de edad) de 

todos los grupos desnutridos RR, CR y RC; sin embargo, el impacto fué mucho 

mayor en el grupo desnutrido durante la gestación, siendo esta disminución 

estadísticamente significativa. Figura 19, (CC =100, RR = 83.3, CR = 77, RC = 50%). 
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Fig. 18 Tasa de Fertilidad(%) en ratas macho de los diferentes grupos de estudio 

a los 70 días de edad. CC (control-control); RR (restringido-restringido); CR (control­

restringido); RC (restringido-control). 
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Fig. 19 Tasa de Fertilidad(%) en ratas macho de los diferentes grupos de estudio 

a los 270 dfas de edad. CC (control-control); RR (restringido-restringido); CR (control­

restringido); RC (restringido-control). r..2; •p<0.05 vs ce. 
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VII. DISCUSIÓN 



Hay evidencias que indican que la alteración del ambiente fetal puede tener 

consecuencias a largo plazo, lo cual es definido como programación del 

desarrollo43
• 

En el presente trabajo por medio del modelo de restricción proteínica 

utilizado, se demostró que la desnutrición materna aplicada a lo largo del 

embarazo y/o lactancia conduce a cambios fisiológicos, bioquímicos, celulares y 

moleculares en las crlas macho desde etapas tempranas de la vida. 

La evaluación de la entrada a la pubertad en la rata macho es difícil debido 

a la falta de un signo externo fácilmente identificable41
, con base en la bibliografía 

nosotros definimos como signos de desarrollo sexual el descenso testicular y la 

separación del prepucio, los cuales se han visto que son eventos dependientes de 

andrógenos41
. 

El descenso testicular no es un proceso simple y parece estar conducido 

por etapas en las que influyen factores anatómicos, así como influencias 

hormonales44
• Basados en estudios experimentales y material de revisión clínica, 

se ha determinado que el descenso testicular es un evento directamente mediado 

por los andrógenos, bajo la regulación de las gonadotropinas hipofisarias45
. 

Ha sido reportado que el estrés materno en las ratas macho inhibe el 

crecimiento del proceso vaginalis40
, que tiene efectos adversos en la organización 

del sistema genital46 y causa mal descenso testicular40
. 

Nuestros datos claramente demuestran que la restricción proteínica materna 

afectó los marcadores de desarrollo sexual, ya que los machos provenientes de los 

diferentes grupos experimentales presentaron retraso en el descenso testicular, 

dichos resultados sugieren que la inhibición del eje hipófisis - testículo puede ser 

uno de los factores importantes que influyeron en dicho retraso, ya que el 

funcionamiento adecuado del eje es esendal para el descenso testicular46
·
47

. 
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De igual forma se ha visto que el estado de nutrición es un factor 

importante, y que la malnutrición durante la gestación o el periodo perinatal puede 

inducir un cambio, programando el desarrollo de la entrada a la pubertad32
•
34

• 

Estudios en ratas macho han demostrado que la restricción alimenticia postnatal 

resulta en el retraso de la separación del prepucio48
• 

Nuestros resultados tienen una tendencia similar, ya que los machos 

provenientes de las madres desnutridas durante la lactancia presentaron retraso 

en la retracción del prepucio, aunque no haya sido estadisticamente significativo. 

Por lo tanto la desnutrición temprana puede cambiar la programación 

endocrina y con ello el tiempo de entrada y el desarrollo de la pubertad32
, la cual 

es una etapa muy importante pues es la transición de un estado sexual inmaduro a 

otro en el cual ya existe la actividad reproductiva completa y está determinada por 

sef'lales que actúan en el cerebro para incrementar la actividad del eje hipotálamo 

- hipófisis, el cual estimula la producción de gametos maduros38
, el incremento en 

la secreción de gonadotropinas, especialmente la LH conduce dicha transici6n49
• 

Ha sido reportado que la secreción de gonadotropinas esta reducida tanto 

en animales como en humanos nutricionalmente restringidos50
. 

En nuestro estudio las concentraciones de LH y testosterona fueron 

significativamente menores en los machos provenientes de madres desnutridas, 

sugiriendo que esto podria estar relacionado con la supresión del eje hipotálamo -

hipófisis - gónada, con la disminución de las gonadotropinas o con la falla en la 

secreción de GnRH51
• 

Debido a que la frecuencia pulsátil de LH, va a reflejar la respuesta hipotalámica52
, 

y la secreción de testosterona a su vez la sef'lal de la LH, ya que cada pulso de LH 

induce uno de testosterona53
. 
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Se sabe que una de las funciones mas importantes de las células de Leydig 

del testículo es la bioslntesis de testosterona54
, y estas son dependientes de la 

estimulación aguda y crónica de la hormona hipofisiaria LH55
. 

El primer punto del control de la esteroidogénesis es el transporte del 

colesterol a los sitios de almacenamiento intracelular del interior de la membrana 

mitocondrial y su subsecuente conversión a pregnenolona, por la P450scc56
, el 

cual es el paso limitante de la esteroidogénesis16
. Además de la P450scc, la 

bioslntesis de la testosterona requiere de la actividad de tres enzimas mas: 3PHSD 

(3p - hidroxiesteroide deshidrogenasa/ ó5 - M isomerasa), P45017a (17cx­

hidroxilasa / 17 - 20 liasa) y la 17 - cetoesteroide reductasa57
• La reducción en la 

actividad de cualquiera de estas enzimas puede causar la reducción de la función 

esteroidogénica de las células de Leydig56
• 

Se sabe que el estrés afecta la producción de testosterona55
, estudios 

realizados empleando dexametasona en útero han demostrado que la biosíntesis 

de andrógenos se inhibe, sus efectos persisten en el desarrollo postnatal58 y 

presentan disminución en el RNAm de la P450scc55
. 

Nuestros resultados sugieren que la disminución en la actividad de la 

P450scc en los testlculos de los machos provenientes de madres desnutridas 

durante la lactancia posiblemente sea consecuencia de los bajos valores 

hormonales de LH, con esto podemos demostrar que la exposición al estrés 

perturba la función testicular. 

Se ha demostrado que los cambios en la nutrición ejercen profundos 

efectos en la producción de espermatozoides59
. 
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La nutrición durante la vida fetal puede afectar el desarrollo de los testículos 

y en algunas circunstancias tener efectos permanentes en su futura capacidad 

para producir espermatozoides33
. 

En nuestro estudio observamos que la desnutrición materna redujo el 

número de espermatozoides en los machos del grupo RC a los 70 días de edad, lo 

mismo ocurrió a los 270 dlas en este grupo y en el que fue restringido durante la 

gestación y la lactancia (RR). 

Lo cual sugiere una disminución en la actividad del eje hipotálamo -

hipófisis - gónada33
, debido a las bajas concentraciones de LH y testosterona. 

Pues se ha demostrado que los andrógenos son esenciales en la producción y 

maduración de los espermatozoides60
, y el mantenimiento de las actividades del 

epidldimo son absolutamente dependientes de testosterona61
. 

También existe la posibilidad que dicha reducción en el contenido 

espermático del epidldimo, sea el resultado de la baja producción de 

espermatozoides por el testlculo61
, posiblemente debido a la disminución de las 

células de Sertoli ya que éstas se pueden ver afectadas durante la programación 

fetal33
. 

Con base en lo anterior se puede decir que la desnutrición materna puede 

limitar el desarrollo testicular, la producción de espermatozoides y la fertilidad de 

las crías. 

Para ser fértil el macho debe tener los órganos reproductivos correctos tanto 

internos como externos, los testiculos deben haber descendido al escroto y la 

fertilidad también requiere la masculinización del cerebro y de las neuronas que 

controlan la producción de las hormonas reproductivas asegurando que el macho 

muestre un carácter sexual adecuado; la mayoría de esto es establecido durante la 

vida fetal62
• 
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Es bien establecido que el estrés prenatal tiene efectos desmasculinizantes 

en el carácter sexual de la rata macho, observaciones experimentales han 

demostrado que el estrés materno durante el tercer trimestre de gestación reduce 

severamente el carácter copulatorio en las crias macho adultas63
. 

Ward y cols, postularon que el estrés prenatal rompe el medio hormonal 

materno, lo cual resulta en la ausencia de la oleada de testosterona fetal en los 

dias 18 y 19 de gestación, periodo critico de la diferenciación sexual en el cerebro 

de la rata64. 

Por otra parte, estudios realizados en ovejas han demostrado que la 

desnutrición durante etapas tempranas del desarrollo, ya sea antes o después del 

nacimiento puede inducir una reducción en la vida de la capacidad reproductiva en 

las crlas hembra28
• 

Por lo tanto la habilidad reproductiva en el adulto esta determinada por 

desarrollo adecuado del eje reproductivo durante la vida fetal65
. 

Nuestros resultados muestran evidencias claras de los efectos de la 

programación prenatal y/o postnatal en la capacidad reproductiva de las crías 

macho a los 270 dlas de edad, siendo la disminución de esta más notoria en el 

grupo RC; posiblemente debido a que la restricción alimenticia indujo cambios a 

varios niveles del eje hipotálamo - hipófisis - gónada66
. 

Por lo que se puede sugerir que la alteración del carácter sexual del grupo 

RC, fue el resultado de una inadecuada sincronización de la maduración del 

Sistema Nervioso Central y la secreción de testosterona por el testiculo fetal64
. 

so 



VIII. CONCLU510NE5 



• La desnutrición en etapas tempranas del desarrollo tiene una repercusión 

negativa en la programación sexual de la rata macho. 

La restricción protelnica materna aplicada durante el embarazo y/o lactancia 

tuvo impacto en las crlas a nivel fisiológico, bioquímico, celular y molecular, 

dichos cambios conllevan a la posible alteración del eje hipotálamo -

hipófisis - testlculo, ya que se observó: 

1. Retraso en el descenso testicular en todos los grupos desnutridos. 

2. Bajas concentraciones de LH y testosterona en los machos de 70d 

provenientes de madres desnutridas durante algún periodo. 

3. Disminución en la expresión de la enzima P450scc en ambos grupos 

desnutridos durante la lactancia (RR y CR) 

4. Decremento en el conteo espermático a los 130 y 270d en los machos del 

grupo desnutrido únicamente durante la gestación (RC). 

5. Reducción en la tasa de fertilidad a los 270d en los machos del grupo RC. 

• Con base en los resultados obtenidos se propone que uno de los periodos 

críticos para la subsecuente capacidad reproductiva en la vida adulta es el 

periodo perinatal. 

• Los efectos de la restricción materna en los machos del grupo RC sugieren 

cambios en la estructura o fisiología del eje reproductivo, por lo cual es 

necesario realizar estudios a este nivel con el fin de verificar lo anterior. 
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TRASTORNOS DEL METABOLISMO DE LA GLUCOSA !Jf RATAS MACHO 
OESHUTRIDAS DURANTE El. EMBARAZO VIO 1.ACTANCtA. Oút M. G<M 
L. Seubs10 C, l.,,._. f, ZlmCQrlo E. ~to dt &otogi. dt 1 
Rfi)«)duoclón Ott h'ISlit\Ao NaOIQNI: de Cllff"ldtt M~ y Nulrioót\ Sl, 
Mt:deo. OF MblcO 

INTftOOUCCtON: Lo calidad de 11tdo en .. , pnl'MtH etapet ci.1 OtMfTOllo 
p.iede aft<tat IOs eot~etis11C11 tlSiOfóO!Ut otl lncMOi.o. IA di!~ 1e1.a 
de~ ~pQ<;ione• tndcltlfnl1 Ql,lle ~ ~ • 
ll"ltlabcfismo 1nCl'9mef'IUN'Q) 11 11.Jscepbbilidtd I*'• tt deAtTOIO cs. 
tn!orrneOaoe.1~.uvastntt9dlA;) como i. dlebetet meft.a J tal 
~s.ennotros. 
08.JETIVO. Esll.'01., el eftclO ele \t dt~ pt~ tf\M9'NI ~ t 
9ui.d6t\ )Jo la l.atnOI sotw• !.Is ~ en wttO 6t glucosa. 
~- cotts*Ot y~ de'" t'8th (l'(ot INChot 
MATERIM. Y METOOOS. Sf' ~ flltH 'MtW ~s 9111'MfUdos °"' elietl:t ~'con~ noNYlo9I (C) o rnlringldo (A;> dt P!'l*lno. 
l.OI Qtl.4>0S e~•IH IUefOf'I control fCC). ~ CUlntit .. embltuo 
y 10 ~ (R.R), rtlttlrlQido Unieetnen• en. el tmbtrtl'O (AC) o ti.lt.,... le 
'8ct8f'ICIO (CA.) OrtsMs del °''"" <"'- 21). lo• etf.os eon~ del 
n()m'lfll Al cfia 110 oe 90~. s.e tellilt> O todOl IOs ~ pt\lltbe 0t ~ 
lio>."6UIHl~...,....,U"""61it.~-~ U .... 1. I i>'<ode 
PHO ele l).Gluc.oNI l l 1811'9'• 18 obtuvo dtt &tno ...-.Oto ~ t U 0 , 

>O. eo y 120 nWUos L.• cuenw'aCl6n de Q1UCOM • """""" ",..Izó por t1 
mttoOO de la Qluco» OIÓdeSI 'I ~ ~"'*"9. Et 
COIH!~ft'lf y \Os. 1nQ1oGtr.OOs tlJl!_(OI'\ °'*'~ por m610dos tt1rim.(icos .., • 
lle!'nCIOO Los 1e1U111ae1os ton eAptataelos como i. tMOil t EE. 
RESUl. TADOS lo curva de lOletlt'ICll o la 01uCON H ~ lgulf tt1 IOdol 
tos~ ui Ml'lbargo f't Q1'UOO RC luYO oonc:et*aoontt en 14.ltl'O m6t aJl.ot 
Ot ;tueoso (1 15 l 5 5 l'l\O'OL. ,,, 90 ' & mg OL) e~ (32 7 t .e 1¡¡U mt. vs 

182 120 vtJlmlJ ton ''"*'° OI QClr'ICl'C( IP< 001) P« .. COl'ltrll'il> i.t 
concenueoones oe "'-"""'• rueron Stgnlhc8bv~ f'Nn«tl tn toClolc los 
ciemoos en IOS Of\IPOS tfftrll"QIOOS OJrant• .. ~ (RR ., CR) con tttPfQO 
.al 0!\4)0 Conitol (PoC O,OS) Los l~.OOS 'I °'*'teftll clra.C.lnlt1 tn el·~ 
lu•ron ~ mas ele'lllOo!o el"! et Onipo RC con ,.,'*40 11 grupo CC CP< 
OM) 
CONClUSK>NES. U óe&nUCrtOOl"I mawn. ~SIOl'\9 camt>tos metlbóbt 10$ °"" ele~ <ft .. c.ao\ld~ de ta lactonci.t. M llCOf'l'lpaf\an ot o•i..ec:aontt en 
l&:1 concent18CIOf'l8s ca lipóo• y ~ en SUOfo E•• te-~ 
,.ugierM ta P4111IOPIOdn de ~•rno• a. OOlpeoc:i6n como resouesta a 
Mlfb l'\ltr~I ..... I•• ••l)U iemptanos 6tt CIUIWTOllO 'f ~ indd9n sobre el 
!'Ml.aCOllV!'IO en U v-cl<l DOSN1~1 
At»fllOO l'O'CONACyl 138259M 
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CC>m>UCT.U Al.IMUITARJAS Ot RltscO Uf fSTUDIANTU SIN 
DtACN'Ó5TICO DE Tit.ASTORNOS Dt L.A CONDUCTA AUM!MTAIUA. 
n.ovuaunu Dt: rurAMTORlAS rúauCAS y PIUVA.DAS Dt 
MtRlOA.. Y\ICATÁH. H~6'cslanw Vldor, Lrrildl-Mot!N Hoao. 011ip10 de 
Hulrkfóo HUllWlil y T\VIOJ'l')(9 6c.I MNllolico. f'~ de Medid -. Ul'li"'l'flidld 
~de Y .... f~Mu;kaMpn .. s.Jt.Ml CtipMiaMilat. 
l11t,..11«M•: Se ftnc f:IOmO ~ ... ~o pm;o cn •l 4ue te cncottWall un 
eocal dt 1006 t.l\llMM di ~ p.;ib!K:. y pri'ftdM de Mbid&, Cl'ICIOllllrWld 
prn-a'-du. buJlml• ........ . loe pd9CI dcnmfl.llb. 
Ob)tthw: Conocer .. tecu.tlade~• dr condUIC.W alimrnl.wiu ~ t~ 
rietp pin pmadW lndOmOt de. la conducta alS'ltll'luria (TCA) m 11~ de 
,.......on.. pObtlao 1 priTldu d< la ciudad d< MlriO.. 
Mf'\Odoloc(• : Se 19Hc:6 d Qicstionario tobtc huonea AfitnmlWIOt. vmiOtl tradudcM y 
ldlipcd dc.I QEWP·l (QtlradomiMrc on faliq; and Wei&N l'li1'c:ms - RC'Wcd) a 
ahlrmal COmatiM& de ~ pObt_;eu y pn'tldls de Mttid•, YllCllde. Se 
ar:ialiwon kll da!OI de> &61 al\dl"l'lll 1irl dlagn611ioo dt aJ,W. TCA de ICUCl'do al 
~-u~ . 
Rn•tt.cht: Se lndW)'Cf'Oft co ate utlld~ ... lota.1 dt 162 a1..,,,... 1itt d1ap6«ico. 
bulimil """°" ('BN), tl'UtClml> de alimmc.oón COITli"llJ1n (BEDJ o ah~ 
eofl1Kllrin CCll'I pbdidl de eontrol (BE). ucndo 410 dt d i., ('7.6%) provcl\M.ila. dt 
ciaco acudas prl..-..bt y •Sl (U.6%} ck dol CtNelu púb41c-&t La edad ptOf't'lCdio Ale ck 
16..S •lkll. (SO l .OI). 1i111 diftrCl'IC'iu dc~:ad mrc lu aaicb:s ¡Ñbl.cn y priva6u(l6.S6 
y 16.0). El U% (SI) 6c tu mt1,JHt.4u rel'inrron qec el peso y la Í•f'll' Cl'9ll loi 
t.c.orn mú impoNllld que ~irMlwl ~ se tmlJan tcMito mismas como 
pcnonu, encontrando nts tt:llf"IC'\Ui lil<"f'tmcntc rN-s l'lu\llCllllC:m(ftte co W ae11elu 
piMico c11 tf!ltlpar;t(i.óit a lü pr1vacb:s (6.2 )' S.6%) Adcfnh. ouo 11 SK (19') 1dlritron 
ct4.IC c-1 pao y Is fi~l'9 thn slplM ck lot ÍACIOtti pnnt1pald que 6ctc:rnunabal'I eOmo K 

k'nll•n conl11Q "~,)~ com<> r«$0tls), <0ncspcMkS1cll6o ' "' 11. w. ' " ~lu pí-...dA$ 
y U .4% ' " pílbltcu. Se CMOCW6 ~e wi • .}% ()7) de lu aJwmq "'Mcrott 
NICMi*•ru el 'l'6mllo aamdicl me.'°' \11\1 vn par ufNN. m lol ültimos, tru metes, 
c:nc.MlrindoM C\QtrO c.&JOJ (Ita m p1vadu y un& en p.íbl1u) t l'I donde tt: pt~ el 
vómMo mis de era veces por tttrllM l,.a M1l0tllid11«:1ón del "6n\lto fW: 11~ 1-'nh 
fttc:\IC"tc el' las pUblkM que m lu privad.as t• 4 y • 1 %). Se cncotlft6 quir Ulfl 9.6% (13) 
dt lu 1)uMl\.U ttfl!tkron l )'lll'IO de J• hn o '1\i). CIU.ndo lfl(hM Ul'll vn por KmlN ttl 

k>f úlomos v a mc1et, mciontttndo tru cuoa '" doirldc au prtdkt " 1tcV1.b9 • abo 
Mls de tru vece1 por"''""""' Se cm:Ofl~\lfl' flu.)'Of 6 0C\llCM'i. de •)vnom l.a.s e.cucl.., 
p)bli<.s1 Cft rclaci(ln a lu priv.W (l 1.1y1,S%, P"0.090). E-1 10.•% de: lu ctlNattdu 
ftl'm6 moonlrlTK •dicta mb & la nutki de M Y1da'- tM"1U')'Cndo "' clip¡ de flÍlln. 
Ce1tdw1Men1 En (ont'lt cotlj\11'111: C06 el N'J'ltn4o de W pt'C'VllCftdu de trvtomot de la 

l~~ia allmcntari• (TCA). IC rq!O(tlll c1h1 pr~la ck ftu:utnc11 de condiuct.at 
de rit1¡o uta, «im0 QOflduc1 .. c~nu.tori:.ls r«vnclllla (vOt'nrto t vtOil!llNddo y 
~). la sobtcvtknc• de I• 1"1'0"ª""' ditl ~ y Is fi¡t1n ccmo stlitfkl«t) 
pcnonal«. y et rtel.lftir a d1t:1u mt11CC1vt1 tn íonn& duordcNKI.&, Contn~ • lo 
~Ido e1t ouu ~. mconti-• ITIOi 1111& mip frttuct1C1a, no s1an1btiva, Ck 
ni. cond!KW ~ CK11Clu pibhc:as l.a dntteioon opor1Ul\l de «W cotldu«aa ton 
lundammtalu p.an la prcvcnc:iÓft de tNbm1a y anruu11 ncl'V()U 
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RESTRICCIÓN PROrelHICA DE LA AATA DURANTE E~ EMSAl\AZO YIO 
LA LACTANClA EN l.A ACTMDAO SEXUAL DE LAS CR.iAS MACttO 
Rodrlguez·-González GL. OOKk L. Ltftel r . ZatnOf•no E ln~ltMO NoclonM de 
Ctendas Mtáus y N""1c>On $.M>adof Z\.lbitin, Oep10 Bio:ogt1 de la 
Reproduce'°"' M•ideO. o r , MéJOGO 

INTROOUCCION. lo Cle$l'IUll'CIOn tn v:.ero tt una® 1.;n l)l"ll'ICIOl!ff eaiuta• 
pera 1' pre<»p0110ón 6et cJHerrollo oe tnft'<fl'ledOClta. en la vdo OOl.llto L 
on'°9f~ dt lH gOMCIH y I V función ,. (>Jt(lien .,., llletadOS por la 
dttnutndón Es;..dios en OV'e)aS hl!'I oemostrado et...e &. 1estncc10n almenDO 
durln1e period01 ctitieol ~ oeurrooo ~ c.onMO.ltnel•l s.obl'CI ti do$""*' 
ttproOuc.11YO, Sin ttl'lbaroo •&a techa no hay ua»s a.vl~te• COtl rtspeclO ol 
eteao Otl esll(ls nucrielonaf re!al en~ e¡e n.ooia1a:no.t\lp0!.1o!$"90flaóa 
OSJETrvO. E11aiu.r IOf ettoOs de la restncoon prctel'°"'" dur1nte e-tapet 
temprenas del ~IO tn ti oeurrOllo seruafy capaadad rept~'I Cle \a 

ttl-0 "'*"'° 
MATERIAl Y Mé.TODOS Se empltat'Oft fl!H \"ll1tor Oftt\adH ~u. ecn 
Clittos l~~s con oonte-nioo l'IOtmll (C) o res.1nng!do (R) 69 pro!eina Lo 
gn.ipos e.q>enrnemtl .. fueron, c:omt<M \CCI rntl'W'l!JiCIO .., el en-boro.ro y i. 
IKtanQ.t {RR), ru lMQICIO Unic;arnen1e 0...-aii'~e el emba,-ozo (RC• o en la 
1actonc.a (CR) 0tH>u6s ele• dt>stele ta~ cnas C(.'nso!Tll01on el1tta "°""OI Como 
mareador de OturrOIO sol(Ull se detemww el~ teitiaMI !.tan~ 
y la retl'KCIOl'I preoucal Se obluvo f!I iwts<> dt lo$ 1cs.1~10,, las 
eonc.el'\tt~S De tl'lSlOSll!lrof\a fl'I $Uel0 L1 lb lli die let1111<Uld de IOS Ma<h0$ y 
et conteo tJf)trmá!lco en 13 fue oour~ {?70 dios Ol' t(f.ad) Los Cla!Os fue-ro 

•lCPf•NOos eotnO '9 Me<lo t EE 
RESUl TAOOS. Se t nconuO ftl#llO en tt dt$c.nSO 1H!ICUl•r en les QIUPOS 
dt"'4.AAOOS en·~' etapa {CC • 23 4 lo 2 RR. 2'181 o J. CR • 2$ s t o 2 
y RC • 2~ 5 1 O S d. p<O ~) La ITllSm.a tM<le-noa se OOtttvO on li ttu-acoon 
o.a ptepuao y ta cuttoia es.perm.&llCI, ·~ no nvoo dlltrtneaH s1Ql"lll~H 
El pe.so de'°' lestlc:utos fue meN>C en I0$9fVOOs RR yCR con tespeeio aCC y 
RC (p<0.001) las ccncentraoor.s de tes.101i.t0M lut<On tnel'IOfff en toOOS bs 
QfVpo• res1nnglclos en ftg\in rnomtl'lto o.I dUatfollO con res.peQO oi oonttOI 
{CC • 7AS t0 9. RR • 391 s º'· CR &- -4(;6. oeyRC . 385 J:º'1'9'm , 
p<O 001) Lo 1.1$1 ele teNIMS~ ftMt de CC • 100'ltt RR • 83' CA = &4 02'' y 
RC• 5385% 
CONClUStONES. L1 te-• ltlCOCW'I proeeln.c:a en &a m.JCll:e Qtllfln~e ylO laet'"l 
1fecta tan-'IO 11 desarrollo HWil C()l'l'M) LJi uisa oe fen1hdad <ICI ltls cnH m1Ch0 lO 
e1esn1.1tnoón •n eLOpu ltmDl'an.u del oes.;iuello ue~ un 1m~CIO tw"Q3b..-O ~ ta 
0tOQl'amadiOn .ex\JAI 0t 11 totl tn1Kho 'CON.\Cyl • 1l8259M) 
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R·70 
Et'ECTOS DF. LA RESTRICCION NUTIUCIONAL DURANTE EL EMBARAZO Y/O LA CTANCIA EN LA RATA SO· 
BRE LA COMPOSICIÓN CORPORAL DE LAS CRIAS HEMBRAS. 
Gopz4Jcz M, Bautista CJ, l.artca F, Zambrano E. 
Depto. Biología de la Reproducción. Instituto Nacional de Cicnci•s Mt dicas y Nutnc1ón S• lv>dor Zubir:\n. México. D.F. 

Objetivo: Estudiar los efectos de Ja desnutricióo materna durante el cmb>razo y/o l>Ct>ncia sobre el peso y composición corporal 
de las crías hcmbru. Mltodos: Se empicaron ratas Wi m r pre~•das alimcnudas con di<tas isocalóricas con contenido norinal (C) 
o restringido (R) de proteína. Los grupos experimentales fueron: control (ce). restringido durante el cmbar>zo y la lactancia (RR). 
rwringido únicamente en el embarno (RC) o durante la lactancia (CR). Después del de.stcte (día 21 ). las crfas consumieron dict> . 
normal. Se evaluó el pe.so del animal y la ingcsta de alimento diario. El contenido de proteína corporal y de lípidos en la r.113 se 
realizó por los métodos de Kjcldahl y Soxtcc, respectivamente. Resultado~: El peso al n>cer de las crías de madres restringidas 
durante el embaruo fue significativamente menor que el observado en las crías de madres control. Al destete. el peso del grupo RR 
y CR fue menor que ce y RC. Estas diferencios se mantuvieron en las ratas adultas a c.cepción del grupo RC que mostró un 
aumento en el peso y grasa corporal y una disminución en el contenido de proteínas con rcspcc10 3 los dcm~s srupos. El consumo 
diario per capita en las erras de los grupos RC y CC fue si milar, pero ~ign1fic311 vamente mayor que aquell as de RR y CR. 
Conduslonts: La desnutrición materna durante el cmborazo condiciona en las crías adultas el incremento en tos depósitos de grasa 
y peso corporal dependiendo de la calidad nutricional en I• lactancia. Estos resultados sugieren la p3rticipoción de mecanismos de 
adaptación como ~puesta al estr~s nutricional tn la vida intrauterina y que inciden sobre el met>bolismo. crecimiento y desarrollo 
en la vida posnatal. 
iopoyado por CONACyT - 1382591'1. 

R·71 
DISMINUC IÓN F.N LA ACTIVIOAD SF.XUAI. DF. l.A RATA MACHO COMO CONSt:cuf:NCIA llF. l.A Rt:.~TRICCION 
PROTEINICA PF.RINATAL 
~. Rodríguet OL, Chavira R. Larrca F, Z.mbrano E. 
Instituto Nacion31 de Ciencia.s Médicas y Nutrición Salvador Zubirán. Dcpto. lliologí• de I• Reproducción. México. 1) r- . Mhi<o 

Objetivo: Evaluar los efectos de la rtstricclón proteínica pcrinatal m:llcrn:t en la capacidac.1 rcprOOu\!LIV:t de l:i. r~IJ m.1du.> 
Mftodos: Se emplearon tatas Wistar preaadas alimtntados con dietas isoc• lóricas con contenido norma l (C} o restringido CR} d< 
proteína. Los grupos uperimcntalc.~ fueron: control (CC). restringido en el cmboruo y la lactancia (RR ). restringido únicamente 
durante el embarazo (RC) o en la lactancia (CR}. Después del destc1e las crías consumieron dieta conuol. Como marcodor de 
desarrollo sexual se dc1crminó et de:sccn,so testicular transinguinal. Se obtuvo el peso de lo~ tcscrculos. las ronccnuacioncs d1.· 
testosterona en suero y la tua de fert ilidad de los machos en 13 fase adulto. Los datos fueron expresados como media : EE. 
Resultados: El dla que st completó el descenso testicular de los grupos íuc: ce (2 1.71 :t 0.18d} < RC (24.53 :t O.l id) < RR (25.89 
:t 0.26d) z CR (26.22 :t 0.24d}, p<0.001. F.I peso de los testlculos fue menor en 10$ grupos RR y CR con r<<pccto a CC y RC 
(p<O.OOt). La.s concentraciones de testosterona fueron menores tn todos los grupos rcstnngidos con respecto al central (CC • 
7.45 :< 0.9. RR • 3.91 ± 0.4. CR = 4.66 ± 0.6 y RC = 3.85 : 0.4 ng/ml. p<1).001}. La tasa de ferti lidad fue de CC = 100%. RR : 50 
%. CR e 84 .62% y RC = 53.85%. Concluslonts: La restricción proteínica en la madre gestan!< yto lactante afreta tanto el 
desarrollo sexual como la tasa de fertilidad de las crías mocho. La desnutrición en etapas tcrnpranos del dcsan()llo tiene un impacto 
negativo en la programación $txua.1 de la rata macho. 
íCONioCyT . / J8259MJ. 
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Et'ECTO IN VIVO DE AGONISTAS Y ANTAGONISTAS Ot: LA HORMONA LIBERADORA UE GONAOOTROFINAS 
(GnRH} EN FOLfCULOS DE OVARIO DE RATA. 
Parboa!I f t, !rusta 0 1, Oonulez O'. Vitale A'. Tesone M" . 
'Instituto de Biologla y Medicina Experimental (IByMF.)· CONICET. 1Focultad de Agronomlo y Vetetinona: ' Facullad de Cien· 
ciu Eueta,s y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Argentin3. 

Objetivo: Evaluar el efecto de an,logos de OnRH (agonista: acetato de leuprolide . 1.A: y antagonista Ant1dc. Anl). sob1c el 
crecimiento y diferenciación dtl folículo ovirico. Previamente, hem0< reportado una acción inhibitoria de LA snb1c el desarollo 
foheular. mediado por un aumento de la apoptosis. Mltodos: Ratas hembra prepúbcres superovuladas con PMSG (grupo Conuol) 
se lralllron con LA ( lµg/rata/d la durante 48 hs) (grupo LA) y/o Ant (1 0 ug/rataidía durante 48 hs (Grupo LA+Ant: Grupo Ant. 
respcctiv¡mente}. Rtsultedos: Se realitó un recuento de folículos en cortes histologicos. El LA aumentó el nllmero de foHculos 
preantrales (FP) y a11tsicos (FAT): (FPcC: 3.41:t0,35, LA: 8.0B:t0,97; FAT=C: 1:0.2: LA: 4,7:t0.35: p<0.05). En cambio. el 
número de follculos antrales (Fant.T)•y foUculos preovulatotios (FPO) disminuyó (fant.T•C: 17,25:1.29. LA 8.16:tl.43: FPO=C. 
6,58:t0.63. LA: 2.91:t-0.39, p<0,05). l!n el grupo LA+Ant aumentó el número de Fant.T y FPO (Fant.T=LA+Ant: 20.02:t3.28. l. A 
8,16:tl.43: FPO:L.A+Aftt. 17,7S:t2 ,36, LA: 2.91:!:0.39. p<O.OS) y disminuyó el número de FP y FAT comparodo al grupo LA solo 
(FP=LA+Ant: 4,83:t-O,S3, LA 8.0B:t0,97: FAT•LA+Aot: 0.66:1:0.2, LA: 2,9h:0,39, p<0.05). LA causó un •umcnto en el <;¡.de 
ctlulas apoptóticas mtdidas en cortes d• ovario en FI'. Fant.T y Fl'O. En cambio. el tratamiento con ambos análogos disminuyo el 
% de ctlulas apoptóticas en todos los estadios estudiados comparado al g1upo L.A (FPaLA+Ant: 5.54:t0.66. LA 44 ,8:t3.I : 
Fant.ToLA+Ant: 6.72:tl.19, LA: 31:t2.5: FPOgLA+Ant: 7,09:t l.3. LA 3 1:t3,3 . p<0.05). El LA aumentó la fragmentación 
apoptótica de ADN luego de cultivar folículos preovulatofios durante 24 hs (Conuol: 659:1:25 : LA: 1706.t94. p<0.05) y en el grupo 
LA+Ant. el ADN apoptótico disminuyó (LA: 1706:94. Ant+LA: 841 :1:24 1. p<0.05). Estos resultados corroboran los daios 
obtenidos en los estudio' morfológicos. Conclusión; se sugiere un acción directa de LA sobre el ovario, interfiriendo en el 
dtm rollo folicular estimulado por las gonadotrofinas . El Ant bloquearía la acción del agonista. coníirmando que el erecto de LA 
sobre el ovario sería a 111vts de los receptores de OnRH presentts en este órgano. 

24 
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MATERNAL LOW PROTEIN DIET DURINC PREC NANCY OR 
LACTATION DELAYS TESTICULAR DESCENT AND REDUCES 
FERTILITY IN MALE OFFSPRI NC. O L Rodrigucz.Qonz.alc1.·1 P M 
Manincz·Samayoa;• P W Nllhanlclsz.' E Zlmbrano:• 'Dtpartamtnto 
dt Biologia dt la Rtprodw«lon. lnstltwto Nacional dt Citn(ias Mtdi(as 
Y Nvtridon. SZ. Mu/ro, DF. Matra: 1Ctnttr /or Womtn) JltaltJi RtstatrJi. 
Dept. Ob/ Gyn, NYU Sclrool o/ Mtdldnt, N~ Yor.t. NY. 
INTRODUCTION: Studics in shccp show thll undcmulntion during 
dcvclopmcnt can reduce lifctime rcproduc1ive capacity of progcny .. 
Howcver little is known about effects of a suboptimal inirauterine 
cnvironment on spccilic components of suual developmcnt . 
OBJECTI VE: Thc prcscnt s1udy cvaluatcd cffeclS of • low prot<in 
isocaloric diel durin¡ pregnancy (P) and/or lac111íon (l) on sexual 
dcvclopmcnt and rcproductivc capacily in male progeny. 
METHODS: Prcgnant 111s were assi¡ned 10 control (CC) (C•20% cosein) 
or rcstrictcd (RR) (R• IOY, cascln:) isocaloric dlet in P and L. 01hcr 
groups wcre assigned C and R diet in P and L respcclively (CR) or R in P 
and C in L (RC) • S - 7 liners pcr group. AOer weaning (d21 posino1al • 
dPN), ali pups ate C dicl. Teslis deseen! was recorded as a sexual 
dcvelopmen1 marker. Tcs1os1erone (T) lcvels were oblained al 90 dPN . 
Fenilily ra1e was dclermlned u perceniage of pregnancies by placing 
males wi1h fcmales for S d 11 90dPN and 270dPN. Dala meon±SEM. 
Analysis by ANOVA; slgnilicance set p<O.OS. 
RESULTS: Testes descent was delaycd In ali resiric1ed groups (CC ~ 
23.4±0.2, RR • 27.8±0.3, CR • 27.S 10.2 and RC • 25.5*0.S; p<0.05). 
Fenility ralo was unafTcctcd at 90 dPN but was reduced at 270 dPN in all 
R groups vs. C.T wos lnwer (p<O.OS) in RR. CR and RC (Fig 1). 
CONCLUSIONS: Ma1cmal undcmu1ri1lon a1 carly stagc of dcvclopmcnl 
impairs rcproduc1ive func1ion in male progcny. 

A. B. 

'º "º i . z IOO 

i 1 .. 2 • 
IO 

! ' • .. ! ,. 
ce RR CR RC ce RR CR RC 

Flcure l. Tcs1osteronc 11 90 dPN (A) 1nd fcníli1y rate 11 270 dPN (0) 
in malc progeny of undcrnourished ralS cxposcd to d1ffercn1 d1c1s as 
dcscribed in ICXI. Mcan%SEM . • - dirTcrcnt from ce. p< o.os. 
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HFF;CTS OF ll O RM ONA L CONTR AC'E rTI ON ON RONF. 
MINE RAL DENSITY AFTER H MONTllSOF USE. Abbcy 1113cn:n!«•n.' 
Carmen R Oreitkopr:• James J Grady." Vau¡hn 1 Rickcrt,'' Angclyn 
Thomas:' 'Obstttrks and Gynfro/ogy. Unfrtrsil)' o/Tt.•.ras M1•Jict1/ Brn11ch. 
Galvesron. TX: 1 Prt ,wttfrt Mtdlrlnt m1d Comnwn;1y 1-lealth. U11iwrs;1,~· 
of Ttxas Medica/ Bran(h, Gn1"t.uon. TX: 'Ob.tll'lrks 0111/ G,rnemlo¡:,_1·. 
Wilford /la// M•di<al Ctnttr. Sn11 Amo11ln. TX. 
Obj tctlve: To mcasu rc lhc cffcc1 uf 24 monl hs llÍ Jcp11· 
mcdroxy¡uogcstcronc ~cclnlc (OMPA) use ''n honc mln.:r.11 d.:11~11y 
(í1 M D) comp3 rcd with (Hal contrncc('llinn ( ¡"1111~) (t1HJ nunlwrmonal 
con1raccp1ion. 
/\ltthods: Womcn 18·3'.\ ycou or Bite ~clf·sclcc1cd oral contrac..:rtit'n. 
DMPA. or nnnhormonal con1raccption (cnnuols). Tho•c ~clcc1in~ rill< 
wcrc ranJomiz.~ lo Íormul:alions CQMl31n1nw, C1lllcr \~ Jtg Cllunyl \.',lr:'h,liol 
~nd norcthindronc or )0 µg c1hinyl c1,,trndu'I nnd tlc~ogc,lrd. Co111ni1, 
wcrc frcqucncy matchcd on :agc :rncJ rac c/c1hnicity to htttrnon:11 
cnnHaccrt ion u~c". Dual··cncr~y 1-r,1y ;1h,tHJ't111mc1ry of 1hc lumh:n 
~rinc (l. l 1.4) W3!> pcríormcd ~l h;H"drnc, 12 .. ;mtl 24 mm11h ... p,·rn.·111 
c h.,n¡:c 1n l\MI) WO\~ ~·n~ly1.:od º''"~ ~1nal)'" of covarfarl4.:c. ,t1.l111,tm)! h•1 
:t¡:c. r.R'l'Í t:lhmc1ty, \H'l(!.hl· t..'arint: ,· ,11,crc1'-'.". cJlcnun int:tkc. ' º"'l lll)! "·''"'· 

.11111 llMI 
Rt\Hlts: ( )f th1..· l tJI ~010\' ft comrn ... 111¡; lfk: hnal ~unrk. )(_(, ""''-' p1lk 

.n º"'" UMl't\ •• 11lil <K u-.t•d 11on°httt11~'n.1I c.imtr.u.' ''f\'H•n \\\'4nn1 u ... uu· 

J Soc Gyneeol lnvesllg Vol. 11. No. 2 (Supplomenl), Feb<uary 200. t75A 

DMPA for 24 months expcricnocd, on average, a S 7% l~s on BMD. wioh 
a 3.2o/, loss oc:curring bc1wcrn mnn1hs 12 and 24 . On average, uscrs of 
desogcsircl pills cxpericnccd a 2.6% loss 1n BMD 10cr 24 mon1hs 
Bonfcrroni-adjusltd purwiu comp:u1sons dcmonsuatcd that DMD 
changcs from basclinc 10 24 monlhll> among OMPA uscrs d1ffcrtd 
significan1ly from changcs upcncnccd by e11h.:r of 1hc poli a¡roups or ohc 
conirol group. Changos il\. llMf> among uscrs of c11hc1 p1ll dod not 
signiítcan1ly diffcr from cach othcr or from conuols. 
Con<luslon: Loss of OMD assoc1a1cd "'"h DMPA use appcars 10 b< 
linear during lhc lirsl '"'º ycars Qf use Shoft< in BMD among p1ll u>crs 
wcrc no1 significant ~·hcn comp:art d 10 cf\nlrols 
AdJUsaed• mcin pc-rttnt ctun:e BMO ind 9'°•• f'onfidcn« l"ttrvals (CI) by MtchOO 

lntttul \1tu ~1• C h1n1t 6\10 9~% CI 
81.nlint" 10 12-n1('1nfh1 
Nurcih1ndronc rill 
Dc-sogcs1rtl pill 
DMPA 
Control 
Months 12 10 24 
Norerhindronc p1ll 
Dtsogcmd pill 
OMPA 
Control 
Bastlint to 24-mo nlln 

•O\(), •\'Jl 
· I S6. • l IJO 
•• $0 • •• os 
·21''6. " 16 

.4 27. •O 28 
·• Ol ,.0 41 
·' ll, ·1 12 
•OH, 1-l~2 

Nomhindronepill · I ~.\ .\~0.•07\ 

Oesoi:cstrt l pill -2.!-7 4 f) l, -O.S I 
OMPA ·P• .l•)i),. 1~7 
Conl rol 1Jj((I .C)l\,1l 1)2 
• At1jus1cd for agc. r:1cctc1hnic11y, lo'.l' lt;hl l"C:innt: ~·\tl\'N,', ~.,11..mm 1111:.~c. ~11\\il..rn~ 
status, and OMI. 

Pairwi~ Difftrt'nccs in Perctnl C'hant:t- OMI) f1om Oat<lin<' 10 24 Months 
M~lhods Com11art d Mun Olffnt1u•t 9591. C I 
OMPA·Conlrol -~ j•.a .7 4>~ • •. t 91)• 
Of\.·1PA-Norc1hindrone p1ll ·S ?i . 7 61, ·2 9l • 
OMPA·D<sogrnrtl pill , 4 4,1 ·6 49, ·2 37 ' 
Conlrol-Oeso~cslrcl pill 1 ~I .o 40, 3 42 
Con1rol·Nort1hindrone pill O 61 · l ~4, 2 88 
Nomhindronc p1ll·Ouoccs.:irel p1ll O &4 · I 39. 3 07 
•aonferron.i adjusted 1-te~ s.1,n1f.cant at P<O M 
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Thursday, March 25, 2004 - Concurrent Session 1 

1 :45 p.m.-3:45 p.m. Concurrent Sesslon 1 

BASIC PARTURITION 1 

Gallerlalll 

R. Ann Word and Phi/ Bennett 

1 :45 LABOUR ASSOCIATEO CHANGES IN TREM 
#293 (TRIGGERING RECEPTOR EXPRESSEOON 

MYELOIO CELLS) EXPRESSION IN THE HUMAN 
CERVIX ANO MYOMETRIUM. 

Marie Anne ledingham, Fiona Jordan, Anne 
Young, Andrew J Thomson and Jane E Norman. 
Glasgow, Scotland, Unít~ Kingdom and 
Paísley. Scotland. United Kingdom. 

2:00 RECIPROCAL CHANGES IN PROGESTERONE 
#294 RECEPTOR ANO ACTIVATEO NUCLEAR FACTOR 1' 

B WITHIN TERM ANO PRETERM FETAL 
MEMBRANES. 

Jenifer Al. Loudon, Frank A Hills, Mark Sullivan 
and Philllp R Bennett. London, Uniled Kingdom. 

2:15 OELAY OF PRETERM BIRTH IN SHEEP BY 
#295 THG113.31, A PROSTAGLANDIN (PG)F,. 

RECEPTOR (FP) ANTAGONIST: 
ELECTROMYOGRAPHIC ACTMTY (EMG), BLOOD 
GASES,ANOPGs. 

Jonathan J Hirst, 1 Ross Young, Hannah K 
Palliser, Krishna G Peri, Dean B Zaragoza and 
David M Olson. Clayton. VIC, Australia ; Monlreal. 
OC. Canada and Edmonton, AB, Canada. 

2:30 IDENTIFICATION OF A NOVEL REPRESSOR OF THE 
#296 PROGESTERONE RECEPTORWHICH 15 

EXPRESSEO IN lliE MYOMERTIUM OURING 
LABOURANO MAY CONTRIBUTE TO A 
FUNCTIONAL WllliDRAWAL OF PROGESTERONE. 

Xuesen Oong, Oksana Shynlova, John RG 
Chorlis and Stephen J Lye. Toronto. ON. 
Canada. 

2:45 SPATIAL REGULATION OF 20a-HYOROXYSTEROIO 
#297 DEHYOROGENASEACTMTY ANOPROGESTERONE 

RECEPTOR (PR) EXPRESSION IN THE 
MYOMETRIUM OFWOMEN IN LABOR. 

Daniel B Hardy, Jennifer C Condon and Carole 
R Mendelson. Dallas. TX. 

3:00 COMPARISON OF TWO TYPES OF NON-SELECTIVE 
#298 CATION CHANNELS IN MYOMETRIAL CELLS FROM 

PREGNANT RAT ANO EFFECTSOFTOCOLYTIC 
AGENTS. 

Hlroshi Miyoshi. Robert E Garfield and Koso 
Ohama. Hiroshima, Hiroshima. Japan and 
Galveston. TX. 

3: 15 PARACRINE REGULATION OF HUMAN UTERINE 
#299 QUIESCENCE BY FETAL MEMBRANES. 

Jorge A Carvajal. Rossana X Vidal. Mauricio A 
Cuello. Jose A Poblete and Cart P Weiner 
Santiago. RM. Chile and Baltimore. MO. 

3:30 
#35 

EXPRESSION OF cPLA,, PGES-1 ANO PGES-2 
BEFORE ANO AFTER MECHANICAL STRETCH OF 
CULTUREO HUMAN UTERINE MYOCYTES. 

Suren R Sobranna, Kang Sun. Phillip R Bennett. 
Leslie Myatt and Mark R Johnson. London. 
United Kingdom and Cincinnati. OH. USA. 

1 :45 p.m.-3:45 p .m. Concurren! Session 1 

CLINICAL REPRODUCTIVE ENDOCRINOLOGY ANO 
INFERTILITY 1 

Gallería IV 

Robert Taylor and Peter McGovern 

1 :45 SILOENAFIL (V/AGRA®) RESTORES 
#301 ENDOMETRIAL PERFUSION IN WOMEN WITH 

UNEXPLAINEO SUBFERTILITY. 
Nick J Raine-Fenning, Bruce K Campbell. 
Jeanette S Clewes. Nigel R Kendall and lan R 
Johnson. Nottingham. Nottinghamshire. United 
Kingdom. 

2:00 METFORMIN OOES NOT ALTER INSULIN ACTION, 
#302 ANOROGEN PROOUCTION, OR INDUCE OVULATION 

IN OBESE WOMEN WITH POLYCYSTIC OVARIAN 
SYNOROME. 

Harry lieman, Mira Aubuchon. Daniel Slein. 
Hillel Cohen. Barbara Isaac. Maggie 
Tetrokalashvili and Nanette Sanloro. Bronx. NY. 

2:15 THE RELATIONSHIP BETWEEN MATERNAL 
#303 THYROIO HORMONE CONCENTRATIONS IN THE 

ANTENATAL PERIOO ANO NEWBORN GROWTH 
MEASUREMENTS: A COHORT STUOY. 

Mark D Kilby, Jayne A Franklyn, Penelope Clark. 
Michael Geary, Charles Rodeck and Peter 
Hindmarsh. Birmingham. West Midlands. 
Uniled Kingdom: Dublin. lreland and London. 
Uniled Kingdom. 

2:30 THE HERITABILITY OF ENOOMETRIOSIS: INSIGHTS 
#304 FROM A LARGE POPULATION OATABASE. 

Kenneth Ward. Pamela F Farrington. Mary 
Meade. Dale Hull and Lesa Nelson. Honolulu. 
HI and Salt Lake City, UT. 

2:45 MATERNAL LOW PROTEIN OIET DURING 
#305 PREGNANCY OR LACTATION DELAYS TESTICULAR 

OESCENT ANO REDUCES FERTILITY IN MALE 
OFFSPRING. 

G L Rodriguez.Gonzalez. P M Mart1nez. 
Samayoa. P W Nathanietsz and E Zambrano. 
Mexico. DF. Mexico ;md Ncw York . NY 
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A maternal low protein diet during pregnancy and 
lactation in the rat impairs male reproductive development 

E. Zambrano1, G. L. Rodrlguez-González1, C. Guzmán1, R. García-Becerra1, L. 13oeck1, L. Díaz1, 

M. Menjivar2, F. Larrea1 and P. W. Nathanielszl 

'Departmtnt of Rtproductivt Biology, Instituto Nacional de Ciencias Mtdiccu y Nutrici611 Stilvador Zubirtfo, Vasto dt Q11irog11 14000, 
Mb:iai, DF Mb:i<o 
'Dtp'1rtmttll of Biology. Faculty of Chtmistry. Universidad Nacional Autónoma dt Mb:iai, CP 04510, Mb:ico, DF Mb:i<o 
'Ctnltr for Prtgnancy and N~born Rtsenrch, Uniwrsiry ofTtxíU Htnlrh Scitncu C<nt<r San Antonio, TX 78229, USA 

Nutricnt restriction during prcgnancy and lactation impairs growth and devclopment. Recen! 
studies demonstrate long-term programming of function of specific organ systems resultingfrom 
suboptimal cnvironments during fetal life and development up to weaning. We determined cffects 
of maternal protcin rcstriction (50% control protein intake) during fetal development and/or 
lactation in rats on thc rcproductive system of malc progeny. Rats wcre fcd either a control 20% 
casein dict (C) ora rcstrictcd dict (R) of 10% casein during prcgnancy. Aftcr delivery mothers 
rcceived either C or R diet until weaning to provide four groups: CC, RR, CR and RC. Wc 
report findings in malc offspring only. Materna.! protcin restriction increased maternal serum 
corticosteronc, ocstradiol and tcstosterone (T) conccntrations at 19 days gcstation. Pup birth 
wcight was unchangcd but ano-genital distance was inc.rcascd by maternal protein restrictfon 
(P < 0.05). Testicular deseen! was delayed 4.4 days in RR, 2.1 days in CR and 2.2 days in RC and 
was not rclated to bodywcight. Body weight and testis weight werc rcduccd in RR and CR groups 
at ali agcs with the exccption of CR testi.s weight at 270 days postnatal age (PN). At 70 days PN 
luteinizing hormone and T concentrations were reduced in RR, CR and RC. mRNA for P450scc 
was reduccd in RR and CR at 21 days PN but was unchanged at 70 days PN. Fertility rate was 
reduced at 270 days PN in RCandsperm count in RRand RC. Weconclude that maternal protein 
delays sexual maturation in male rats and that sorne effects only emerge in later life. 

(Rtsubmittcd 4 Novcmbcr 2004; 1ectp1cd afttr rcvi.<ion 14 D«cmbcr 2004; firSI publishcd onlinc 20 Dcccmbcr 2004) 
O>rrupondlng eulhor !!. Zambrano: Otpar1men1 of ~produelivt Biology, lnS1i1u10 N•cional de Ciencias M<dicas y 
Nu1rici6n Salvador Zubirtn, V&s<o de Quíroga 14000. Múico, DF Mbico. Email: umgon@lanctupc.org 

Nutrient restriction during pregnancy and lactation 
impairs overall fetal growth and devclopment. 
lnvestigations in severa! species of rodent and shccp havc 
demonstrated long-term developmental programming 
of the funclion of spccific organ systems as a result of 
fetal and neonatal cxposure to a suboptimal environment 
(Hoet & Hanson, 1999). A variety of nutricnt restriclion 
protocols have been evaluaicd. In the severa! protcin 
restriction models studied birth weight is usually lowered 
(Galler & Tonkiss, 1991; Langley & Jackson, 1994; 
Holemans et al. 1999; Vickers et al. 2001a,b; Woods el al. 
2001). Howevcr, sorne studies reportan increasc in birth 
weighl (Langley-Evans et al. 1996) orno effect (Langley & 
Jackson, 1994) resulting from maternal protein rcstriction. 
Birih wcighl is, howcvcr, a crude indicator of thc degrce 
of developmental compromisc sine.e, whcn challcngcd 
by adversc circumstanccs, dcvcloping niamrnals will 
rccruit adaptivc mcch.111isms to pro1cc1 grow1h, cspccially 

of vital organs, during dcvelopment (Cohn et al. 
1974). 

The majorily of sludics of dcvclopmcrllal programming 
by maternal dietary restriction have investigated the 
cardiovascular system. Adult offspring of dams fcd a 
50% reduced prolein diet showed clcvated blood prcm1re 
(Sherman & Langley-Evans, 2000), but no clcvation of 
blood prcssure was found with a 33% reduction in 
protcin (Langlcy et ni. 1994). Protcin rcslriction during 
dcvclopmcnl impairs vascular cndothelial function in 
aduh offspring (Brawley et al. 2003; Torrens et al. 
2003). 

Although a fcw reports in thc shccp and ral clearly 
indicatc impaired ma.le sexual dcvclopmcnt. most of thc 
dala availablc on the effects of sub-optima! nutrition 
during dcvclopmcnt 011 rcproductivc function relate 10 
1hc fcmalc (Gunn & Hunter, i 99S; Engdbregl et al. 2000; Q2 

Alcj.111dro cr al. 2002; Rae cr al. 2002: Lconhardl er al. 

001 W 111 UJC>h"""' 1004 078"4} 
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Table 1. Composltlon of the two l•ocalork dlets 

Control diet Rertrlcted diet 
(%) (%) 

Case in 20 10 
Cyrtlne 0.3 0 .15 
Choline 0.165 0.165 

Vitamin mix 
Mineral mb: 
Cellulose 
Corn oil 
Carbohydrates 

Corn starch 31.76 37.34 
De><trose 31.76 31.76 

Both diets were 4 Kcavg· '. 

2003). We know of no data in rat models of protein 
restriction or any other challenge that addresses the issue 
of developmental programming of malc fertility. In this 
study we evaluated effects of a low protein diet fed to rats 
during pregnancy and/or lactation on the development of 
the male reproductive system. To evaluate whether sorne 
of the consequences of exposure to a sub·optimal diet are 
not apparent in early postnatal life but take time to emerge, 
we followed the offspring for 270 days. We demonstratcd 
delayed developmcnt of the male rcproductive system 
and decreascd fertility that emerged after 70 days of 
life. 

Methods 

Care and maintenance of animals 

Seventy virgin femalc albino Wistar rats aged I0-12 weeks, 
weighing 220 ± 20 g (mean± s.E.M.) were obtained from 
the Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 
Salvador Zubirán (Mexico City, Mexico). Rats were 
maintained undercontrolled lighting (lightson from 07.00 
to 19.00 h) at 22-23"C. Prior to breeding, male and female 
rats were maintained on Purina Laboratory Chow 5001. 
Ali procedures wtre approved by the Animal 
Experimentation Ethics Committee of the Instituto 
Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición, Salvador 
Zubirán, Mexico Ci1y. 

Female rats were mated overnight with provcn male 
breeders and the day on which spermatozoa were present 
in a vaginal smear was designated as day of conccption 
- day O. Only ra!s that were pregnan! within 5 days 
of introduction of the male were retaincd in thc study. 
Pregnant rats were transferred to individual mctabolism 
cages and allocated at random to one of two groups 
to be fcd cither a 20% casein (control diet) or a 10% 
casein isocaloric (restricted ) dict (Table 1 ). The dicts were 
the same as those used cxtcnsivdy by othcr investigators 
excc¡H for thc substitution of corn oil (Gloria, Corfucrtc. 

S.A. de C.V, Mcxico City) for soy (Reeves et al. 1993). lo Q4 

addition, we followed the American lnstituteofNutrition's 
recommendation to supplement low protein dicts with 
L-cystine {Sigma). Supplcmentation was proportional to 
the protcin in the diet to ensure that thc protein restriction 
was equivalen! for ali amino acids (Reeves et al. 1993). 
Thus thc control diet contained 0.30% cystine and the 
protcin-restricted dict 0.15% cystinc (Table I ). Food and 
water wcre available ad libitum for ali animals. 

Pregnant and lactating rats were weighed every day 
throughout pregnancy and until the pups were removed 
at weaning. Food was providcd in the form of large flat 
biscuits which werc retained behind a grill through which 
the rats nibbled the food. The amount oí food provided 
each day was weighed as was the amount remaining 
after 24 h. On day 20 post·conception, pregnant rats were 
transferred to normal rat cages to provide optima! 
conditions for ddivery. Delivery occurred in the 
early daylight hours betwcen 09.00 and 12.00 h on 
post-conceptual day 22. Day oí delivery was considered 
as dayO. 

Experlment 1. A group of 30 pregnant rats ( 13 controls 
and 17 protein-restricted mothcrs assigned at random) 
were studied for maternal and neonatal hormonal 
measurements. At 19 days gcstation between 09.00 and 
10.00 h. pregnant rats werc bled from thc tail vcin while 
restrained in a smaU Plexiglass tube. Blood was collected 
into polyethylene tubes, allowed to clot at 4ºC for 1 h, 
centrifuged at 3500 g for 15 min at 4ºC and serum was 
stored at - 30"C until assayed. Rats were thcn allowcd 
to deliver vaginally. Pup weight was recorded at birth. 
Ano-genital distance was measured with calipers to enable 
determination oísex. To ensure homogeneity of studysub­
jects, litters ofover 14, or less tha.n 12 pups, were exduded 
from the study. On day I. litters oí 12-14 pups wcre 
adjusted to 12 pups for each dam whilc maintaining as 
close to a 1 : 1 sex ratio as possible. Mothers maintained 
their pups for2 days postnatallyon thedicts theyateduring 
pregnancy. On day 2 of postnatal lifc pups were rapidly 
killed by decapitation between 09.00 and 10.00 h. Trunk 
blood was collected and processed as dcscribcd abovc. 

Experiment 2. 1Wenty control pregnant rats and 
20 protein·restricted pregnant rats underwcnt 
spontaneous vaginal dclivery. Litter size and sex 
ratio was as in Experiment 1. After removal of live control Qs 
litters (2 with less than 12 pups and 3 with more than 14) 
and six protein-restricted litters (3 with lcss than 12 pups 
and 3 with more than 14) from thc study. pups from 23 
of thc rcmaining 29 mothers were uscd in the study. Four 
groups of pups were established: ce (" = 5) in which 
dams who receivcd thc control diet du ring prcgnancy 
continued to be ícd the control dict tlurin~ lactation; RR 
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(n = 5) in which darns who had receivcd the restricted 
diet during pregnancy continued to rcceivc the restrictcd 
diet during lactation; CR (n = 6) in which dams who 
received the control diet during prcgnancy rcceived 
the restricted diet during lactation; and RC (n = 7) in 
which dams who receivcd thc rcstricted diet during 
prcgnancy wcrc providcd with the control diet during 
lactation. The othcr six litters were used in a separatc 
study. 

Postnatal maintenance 

After wcaning (postnatal day 21) ali pups were fed with 
control diet ad libitum and maintained in groups of up to 
six until pubcrty. As thc pups grew they were separated in to 
groups of three to four. The pups were weighed daily and 
examined for completed testicular deseen! and preputial 
separation. 

Between 09.00 and 10.00 h on d~ys on which blood 
was sampled, rats were rapidly kiUed by decapitation by 
experienced personncl trained in the procedurc using a 
rodent guillotine (Thomas Sdentific, USA). Trunk blood 
was collcctcd and processcd as abovc. Testes were dissected 
and cleancd of fat and weighed. 

Evaluation of reproductive function 

Fertillty of the male offsprlng. Fcmale rats with regular 
cydes were maintained on Purina Laboratory Chow 5001. 
To cnsure that males and females received the same dict 
during the evaluation offertility, fcmales were placed on 
the control di et (Table 1) 1 week befo re being placed with 
the males. Females were mated individually for 5 days 
with adult male offspring at two different ages, 70-90 and 
270 days old. Results wcre cxprcssed as a perccntage of 
female rats per group that became prcgnant and rcached 
15 days gestation. Pregnant rats wcre then entered in 
another study. 

Sperm count. The cpididymis was removed and cleaned 
of tissue and weighed. Thc tail of the epididymis was cut, 
weighed and dissociated with scissors in 1 mi of Ham's 
medium. S~rm count was performed in a Ncubauer 
chamber in duplicate after dilution to 1: 20 in Ham's 
medium. 

RNA isolatlon. Total RNA was isolated from thc 
tissues as prcviously dcscribed (Chomczynski & Sacchi, 
1987). Brieíly, wholc testes werc homogeniicd in 
guanidinium isothiocyanatc (Trizol) buffer. The 
phenol-chloroform-cxtracted RNA was quantificd on 
a spectrometcr at a wavclcngth of 260 nm. 1\•cnty 
micrograms oftotal RNA wcrc clectrophorcscd ''"a 1.2% 

agarose-formaldchydc gel undcr denaturing conditions 
and transferred to nylon membranes. 

Northern blot analysls. Effects of maternal protein 
restriction during prcgnancy and/or lactation on P450scc 
mRNA exprcssion in the offspring testes wcre analysed 
by Northern blot Briefly, dcnatured RNA samples 
(20 /Lg) wcre subjccted to 1.2% agarose gel electro­
phoresis in the presencc of formaldehyde and transfcrrcd 
overnight by capillary blotting to a Zeta-Probe membrane 
(Bio-Rad). The RNA was fucd by UV cross- linking (Gene 
Cross-Linkcr; Bio·Rad) to lhe membrane. The blot was 
hybridized with a specific P450scc probe labelled with 
[32P)-dCTP, at 65ºC for 16 h. 

Thc rat P450scc cDNA probe was gcnerated 
as an RT-PCR product (310bp) obtained using 
two sets of oligonudeotidc primcrs: scnse 5' -
ATGCTGGCAAAAGGTCTITGC-3' and antisense 5'­
CCTGTAAATGGGGCCATACTT-3'. Numbering of the 
nudcotide base position for the P450scc gene was taken 
from GcnBank profilc accession number )05156 (rat 
P450scc mRNA). 

The relativc abundance of P450scc mRNA was 
determincd by scanning the optical density of the 
corresponding signa! on the autoradiographic film with 
the Bioimaging Systems software (LabWork version 4.5, 
UVP, !ne. Upland, CA, USA). 28$ rRNA opt ical density 
was determined in the ethidium bromide-stained gel for 
each RNA sample, the ratio of P450scc mRNA signa! to 
28$ rRNA signa! was calculated, and group means were 
obtaincd. 

Radioimmunoassays (RIAs) 

Serum follicle-stimulating hormone (FSH) and lutcinizing Q7 

hormone (LH) concentrations were determined by 
doublc-antibody RIA using hormone standards and 
specilic an ti -rat LH antibodies from thc National lns1itu1c 
of Diabetes, Digestive and Kidncy Discases. Rat FSH 
and LH were iodinated by thc chloramine-T method, 
following separation of protein-bound and free l 125Il 
by Sephadex G-1 OO. Results werc exprcssed in ternlS 
of NIDDK-rat-FSH-RP2 and NIODK·rat ·LH·RP3. Thc 
intra- and interassay coefficients of variations wcrc < 5 
and < 8% for FSH and < 7 and < 9% for LH. 

Serum c.orticosterone, testosteronc and oestradiol 
concentrations wcre detcrmined by RIA using commercial 
rat kits, DPC Coat-a-count (TKRCI, TKTTl and 
TKE2 I, respectivcly) from Oiagnostic Products (Los 
Angeles, CA. USA ). h11ra- and intcrassay variabilitics 
wcrc < 6 and < 7%, < S and < 9% and < 6 and 
< 10% for cort icostcronc, testos1cronc :md ocstradiol, 
rcspcci ivcly. 
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Table 2 .• Detalls of mothers studied 

Mother Control Restrlcted ce RR CR RC 

Maternal body welght (g) 387.77 ± 11.57 353.07 ± 24.84 380.79 ± 9.63 347.02 ± 16.22 394.75 ± 13.51 359.12 ± 33.46 
at 20 days of gMtation n = 14 n • 14 n = S n = S n = 9 n = 9 

Maternal body weight (g) 297.6 ± 3.286 266.24 ± 9.22' 292.18 ± 16.03 307.7 ± 5.76 
at 10 days of lactation n=S n=5 n=9 n=9 

Maternal food intake (g) 19.01±2.49 22.46 :1: 2.73 18.377 :1: 2.88 22.012 :1: 1.91 19.76 ± 2.11 22.9 :1: 3.55 
at 20 days of gestation n= 14 n= 14 

Maternal food intake (g) 
at 10 days of lactation 

"Oifferent from RC. •different from CC. P < 0.05. 

Statistical analysis 

When samples or data from more than onc offspring 
from a litter were obtaincd, the data were averaged. Ali 
'n' numbers refer to litters not individual animals. Ali 
data are presented as mean± s. E.M. Statistical analysis was 
performed using muhiple analysis of variance (ANOVA) 
followed by Dunnett's test. Unpaired Studen1's t test and 
x2 test were also used when appropriate; P = O.OS was 
considered significan!. 

Results 

Maternal body weight and food intake 

Maternal body weight at 1 O days \actation was decreased 
in RR (P < O.OS; Table2). Maternal food intake was 
not significantly ahcrcd by protein restriction during 
pregnancybut waslowerat 10 days post-delivery in groups 
restricted in lactation (Table 2). 

Maternal endocrinology 

At 19 days of gestation maternal corticostcronc, 
testosterone and oestradiol were elcvatcd in thc 
protein· rcstrictcd mothers (Fig. 1 ). 

Neonatal body weight and ano-genital distance 

Therc was no effect of diet on birth weight of the male 
pups. Pups of mothers fed the control diet wcighed 
6. 33 ± 0.09 g and of restricted mothers 6.19 ± 0.11 g. 
However, ano-genital distance was increased by 12% as 
an absolute measure and 13% relative to body weight 
(P <O.OS; Fig. 2). 

Neonatal endocrlnology 

At 2 days post natal age serum corticosteronc in male pups 
of mothers fcd the control dict was 167 ± 2i.4 11¡; 1111-• 

n=5 n=S n = 9 n = 9 

63.39 :!: 2.50 48.95 :!: 2.84' 43.06 ± 1.52' 62.87 ± 1.11 
n a 5 n = 5 n a 9 n = 9 

and8S ± 3.1 ng m1- 1 in pupsofprotcin-restrictedmothers 
(P<0.05). 

Postnatal growth, timing of testicular descent, 
preputial separatlon and changes in testicular weight 

Table 3 shows the body weights of the four groups oí 
offspring at 2S, 70 and 270 days PN. The body wcight 
of RR and CR were significantly lower than the CC 
controls and the RC group at 2S and 70 days. At 270 days 
RR was 13% and CR 16% less than the CC group 
(P <O.OS). 

The testes complcted their deseen! into thc scrotal s;lC 

4.4, 2.1 and 2.2 days later than the CC group in RR, CR 
and RC, respectivcly (Table 3, P <O.OS for ali 3 groups 
compared with controls) . Timing of preputial separation 
did not diffcr betwcen groups (Table 3). Pup body weight 
on the day oí testicular deseen! was decreased by 9% in 
RR (P >O.OS) and 12% in CR (P <O.OS) . Body wcight 
al time oí preputial scparation was lowcr in RR and CR 
(P < 0.05). 

At 2S and 70 days oí age testicular wcight was reduced 
in the two groups rcstrictcd during lactation (Table 4). 
At 270 days testis weight was rcduccd by 11% in RR 
and 6% in CR and RC but only thc diffcrence bctwccn 
RR and CC was significant. Whcn cxpressed relative to 
body weight the only sign ifican! differcncc from ce was 
the rclative test is wcight in thc CR group at 70 days 
(P < 0.05). 

Endocrine-related changes at 21 and 70 days 
postnatal age 

Al 2 1 days PN, testostcrone lcvelswcre0.4 1 ±O.O! ng mJ · 1 

(11 = S). 0.24 ± 0.06 ng 1111- 1 
( 11 = 4). 0.34 ± 0.07ng1111- 1 

("=6) and 0.53±0.07ngml- 1 (11 = (>) in CC, RR, 
CR and RC groups, rcspcctivcly. Thcre wa~ a tendcnc)' 
for lower lcvcls in the two groups whosc molhcrs werc 
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Figure 1. Maternal serum corticos'terone, testosterone and oestradiol in control and nutrient~restricted 

mothers 
Maternal serum(ml'iln ± S.l.M.)corticoste<one (n9mi- 1). teuosterone (1>9 ml- 1)and oestradiol (pg mi- ' )in control 
mother> fed the 20% ca.sein diet (C: n = 10) and nutrient·restricted mother> (R; n = 10) fed the 10% casein diet: 
•p <o.os. 

s 

rcs1ricted in lacta1ion and levcls in RR were lower than RC 
( P < 0.05). Al 70 days PN scrum LH was dcpresscd in ali 
1hrec res1ricted groups compared with conlrols (Fig. 3). 
Testostcrone demons1ra1ed a similar patlern (Fig. 3). FSH 

levels did nol differ betwcen groups al 70 days. At 21 days 
old P450 scc mRNA was dccreased in RR and CR 
(P < 0.05) bul 1his diffe rence did nol persist to 70days 
(Fig.4). 
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Figure 2. Ano-genital distan<• of male offspring of rals fed control or restricted diet 
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Table 3. Detall of male offsprlng studied 

Malo pups ce RR CR RC 

Offspring body welght (g) 59.87 ± 2.3 43.5 ± 2.14' 43.75 ± 2.14' 61 .50 ± 2.62 
at 25 days n=5 n=5 n a 5 n • 5 

Offspring boity weight (g) 372.1 ± 8.1 329.7 ± 9.9' 294.6 ± 5.6' 362.4 ± 6.8 
at 70 days n = 5 n = 5 n = 6 n = 7 

Offspring body weight (g) 485.6 :1: 19.1 423 :1: 13.5' 407.8 :1: 16.9' 476.9 :1: 24.3 
at 270 days n - 4 n a 4 n = 5 n = S 

Tertis descent (days) 23.4 ± 0.19 27.8 ± 0.29' 25.5 ± 0 .. 22· 25.6 :1: 0.54' 
n =5 n=4 n = S n = 4 

Preputial separation (days) 41.6 :1: 0.89 44.8 :1: 0.89 43.4 ± 0.82 41 .S :!: 0.2 
n =5 n = 4 n = 5 n ::: 4 

Pup weight (g) 56.3± 1.8 51.2 ± 1.1 49.S ± 1.4' 59.9 :1: 1.8 
at testicular descent n=S n - 4 n · 5 n m4 

Pup welght (g) 173.4 :1: 3.9 152.4 :1: 4.1' 152.5 :1: 5.5' 174.6 ± 5.1 
at preputlal separ1tlon n=5 n=4 n =S n=4 

'Dlfferent from CC. P < O.OS. 

Table 4. T.stls welght In grams and ~latlve to body welght (%) In the four groups of ma1e 
offsprlng at 25, 70 and 270 days of postnata1 llfe of rau fed wlth control (C - 20% caseln) or 
r.strlcted (R - 10% caseln) dlet during pregnancy (first letter) and lactatlon (second letter) 

Groups ce RR CR RC 

Testis weight (g) 0.188 :1: 0.02 0.12 :1: 0.01· 0.1 4 ± 0.01' 0.185 :1: 0.01 
at 25 days n =S n = 5 n = S n = 5 

Relativo to body wt 0.316 ± 0.03 0.275 ± O.o2 0.310 :1: 0.02 0.300 ± 0.01 
(%) at 25 days n • S n=5 n • 5 n a 5 

Testis weight (g) 1.53 :1: 0.04 1.33 :1: 0.09' 1.37 :1: 0.02· 1.48 :1: 0.02 
at 70 days n = S n=5 n=6 n = 7 

Relative to body wt 0.412 :1: 0.01 0.405 :1: 0.11 0.465 ± 0.001· 0.410 :1: 0.009 
(%) at 70 days n • S n = 5 n = 6 n = 7 

Testis weight (g) 1.67 :1: 0.03 1.49 :1: 0.04' 1.58 :1: 0.02 1.56 :1: 0.06 
at 270 days n=4 n = 4 n • S n - s 

Relativo to body wt 0.346 :1: 0.01 0.353 ± 0.01 0.392 ± 0,02 0.331 :1: 0.02 
(%) at 270 days n • 4 n= 4 n=5 n = S 

Mean :1: S.f.M., n refets to litters. 'Oifferent from CC, P < 0.001. 

JFt>ysic/000.0 

Sperm count and fertility time windows of prcgnancy and lactation. Ahhough 
cross-fostering to non -biological mothers rcsuhs in 
im mediate cxposurc to the challenge under study, inter­
pretalion of this proccdurc must takc into acco unl 
considerations of immune and othcr differences com pared 
with rearing by the biological rnothcr. Kecping pups 
with thcir biological rnothcr answers qucstions more 
directly relevan! to human situations since futurc thcrapies 
to reverse cffects of prenatal cxposurcs will involve 
maintaining babies with their biological mothcr. 

Fertility rates wcre not diffcrcnt at 70 days of age but by 
270 days, fertility had droppcd by 50% in RC (Table 5: 
P <O.OS). Sperm count at this agc was dccrcased in RR 
and RC (Table 5: P < 0.05). 

Discussion 

Conside rations of different protocols used 
to study programming following challenges 

in pregnancy and lactation 

Our study was dcsigncd to determine scparate and 
cornbi ncd effec ts of protci n rcstrictio n during thc 

A rnajor qucstion in re lati on to protcin restriction 
studics is thc cxtcnt to which ahcrcd phcnotypcs are duc 
to global p rotcin rcslriction as d istinct from dcficiencics 
in individual micronutricnts. Wc cvaluatcd cffccts of 
an isocaloric, 50% protcin diet o n growth and sexual 
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Tibie 5. Spenn count and fertllity ratH of male ofhpring studied 

Male pups ce 
Fertility rate at 100 

70-90 days (%) (10/10) 

Fertility rate at 100 
270days (%) (10/10) 

Sperm count at 270 days 342.3 ± 17.6 
(no. of sperm in tall x l o') n=4 

"Oifferent from CC. P <O.OS. 

development of male rats. In our study, as in others, 
calories in the deficienl dict wcrc madc up with 
carbohydrate. Thus protein·deprived mothers (and their 
íetuses) were exposed to a greater amount of carbohydratc 
which may act via effects on insulin and insulin-like growth 
factor production. We added cystine (as rccommended 
by the American Nutrition Socicty) to the diets. To 
attain equivalence in cystine availability in proportion 
10 overall protein, only half the amount of cystine was 
added to the protein-restricted diet compared with the 
control diet. The effects oí the balance of amino acid 
availability in pregnancy are still poorly understood. For 
example, supplementation with glycine normalizes thc 
hypertension seen in offspring cxposed to sorne versions 
of 50% protein rcstriction (Jackson et al. 2002). Glycinc 
supplementation also rcvcrses thc maternal endothelial 
dysfunction seen with the same diet (Brawley et al. 2004). 
Further studies, particularly of nutrient-dependent altercd 
gene regulation wiU be necessary to provide a detailed 
cxplanation of the mechanisms involved. In this context, 
investigations need to address the varied diets consumed 
in different arcas oí the world. lt is for this reason we 
used corn oil which is a major componen! of the diet in 
Mexico, rather than the soy used by other investigators 
(Reeves et al. 1993). Finally the effects of diffcrent fauy 
acid composition, especially different essential fatty acids, 
both their absolute amounts as well as thc ratios, will need 
to be considercd. 

Effects on growth, sexual development 

and offspring endocrinology 

The observed increase in ano-genital distance, an externa! 
marker of sexual differentiation at birth, following 
protein restric1ion in pregnancy in the abscnce of altercd 
birth weight clcarly indicates that normal birth weight 
can mask significant changes in key organ systcms. 
Ano-genital distance is normally regulated by testosterone 
from 1he fetal testes and can be uscd as a marker of 
fetal exposu re to endogenous fetal and transplacentally 
acquircd maternal androgcns (Graham & Gandclnrnn, 
19R6). Sincc maternal s t<·roids cross thc placenta, che 

RR CR RC 

90 90 100 
(9/10) (9110) (10/10) 

83 77 so· 
(10/12) (14118) (9118) 

274.2 ± 10.0· 341 ± 19.1 287 ± 14.4" 
n = 4 n a S n = S 

increase in maternal androgen obscrved at 19 days 
gcs1acion may contribute to the increased ano-genital 
distance in pups oí restricted mothers. Increased maternal 
glucocorticoid levds have bccn relatcd to dclay and 
decreascd funclion in devclopment of the sexual organs 
of male offspring (Page et al. 2001). Thc clcvation of 
maternal corticoslcronc in thc d:11ns subjcctt•d to protcin 
restriction would be anticipated co depress thc fetal 
piluitary adrcnal axis. This is a likcly explanation for the 
lowered conccntration of corticostcronc obscrved in the 
2 day old offspri ng. Othe r investigators using maternal 
decapication under general anaesthesia did not observe an 
increasc in maternalcorticosteronewith an isocaloric, 60% 
protein reduction (Femandcz-Twinn et al. 2003). Thcsc 
differences could be due cithcrto a st ress-induced increasc 
in maternal pituitary ad renal axis function in our study or 
suppression by general anacsthcsia in the othcr. 

Determining the timing of the onset of puberty by 
externa! examination is difficult in thc male. Precise 
definition of puberty requires evaluation of circulating 
LH changes. Prenatal exposure of fetal shcep to androgcns 
has bcen shown to have clear effects on the LH changes 
that accompany puberty (Sharma et al. 2002) but therc are 
no studies that report puberty-rela1ed endocrine changes 
in male rats to challcnges during fetal lifc and laclation. 
Testicular descent and preputial scparation are markcrs 
of sexual development. In our study, testicular descent 
was dclayed in all thrce rcsrricted groups and age at 
dcscent was not rclatcd to body wcigh t. Our data providc 
no clear mechanism for this dclayed testicular descent. 
Howcver, the tendency to a lowcr testostcrone at 21 days 
is compatible with the role of tcstosccronc in rcgulating 
1es1icular deseen! (Shono et al. 1999; Shono & Suita, 
2003). Thc delay in prcpucial scparation, approximarely 
3 days, was n ot significant. Both intrautcrine nutrient 
rcstriction produccd by utcrinc artcry ligation and during 
lactation by increasing littcr sizc to 20, delay prcputial 
separation unrclated to body wcight (Engclbregt et al. 
2000). Similarly preputial scparation isdelaycd in offspring 
o f m othcrs rccciving 50% of global inr:ikc consumcd by 
control mothcrs (Leonhardt et al. 2003) . 

In thc ad uh it is wcll rccogni1.cd that nutricnt rcstriccio n 
will dccrcnsc ¡;onndotropin produ(linn (Clnrkc & Henry, 
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1999). In our study LH and testosterone concentrations 
were redu~d at 70 days postnatal age in offspring exposed 
to protein restriction at any developmental period, 
evidence for decreased pituitary-gonadal axis activity. We 
could not observe anycbanges in FSH at 70 days. lt should 
be noted that using the same antibody FSH was decreased 
at weaning in the study of Leonhardt et al. (2003). 

Adult function of the testis, fe rtility rate 
and sperm counts 

Our findings agrcc with the view that exposure 
to high concentrations of maternal corticosterone 
adversely affect pituitary-gonadal and adrenal function 
in offspring. Over-exposure to glucocorticoids during 
development diminishes adult reproductive capacity 
shown in behaviours such as frequency of copulation and 
ejaculation (Srylianopoulou, 1983 ). Male rats exposed to 
prenatal stress show decreased sexual activity (Anderson 
et al. 1986). 

There was a d~ociation between inhibitory effecu 
on testicular growth, which occurred following protein 
restriction during lactation, and sperm count which was 
impaired only by restriction durhi: pregnancy. Feeding 
the control diet during the suckling pcriod to mothers 
rcstricted during pregnancy nom1,liu d testicular growth 
and testostcrone levels at 70 days. However, these pups 
(RC) were the only group to show both decreased sperm 
count and fertiliry. In contrast, the RR group had a 
lowered spcrm count presumably as a result of restriction 
imposed during fetal Jife but fertility was unimpaired. 
These findings indicate the complexity of developmental 
programming effects on the multiple factors that regulare 
the entire process of fertiliry. lt is genera!Jy considered that 
sperm are available in numbe.rs greatly in exccss of need 
for fertility. Prenatal restriction coupled with postnatal 
full nutrition may occur in the real world in the setting 
of placenta! insufficiency followed by adequate lactation. 
Continued protein restriction from fetal life up to weaning 
does not advemly affect fertility, thereby maintaining the 
ability of this species to procreate even in the face of 
shortage of nutrients. We hypothesize that the infertility 
that accompanies the unnatural switch from restriction 
before birth to plenty after birth represents an example of 
responses during fetal life which are maladaptivc for thc 
pups' postnatal nutritional status (Gluckman & Hanson, 
2004). 

Finallywe havc producedevidencc that maternal protein 
restriction during developmcnt alters offspring testicular 
function at the biochemical leve!. lnterestingly, changes 
in testosterone and P450scc mRNA did not always align . . 
Al 21 days testosterone Jevels in RR and CR pups tended 
to be lower while levels in RC \\W C normal in kecping 
with significantly lower P450scc mRNA only in RR and 

RC at this age. However, by 70 days of life P450scc mRN.A 
recovered to control levels in RR and CR despite the low 
testosterone in these groups. The explanation may lie in 
differences in regulation of secretion of progesterone or its 
differential use for synthesis and/or secretion of androgeru 
between the groups. 

In condusion wc have presented evidence for 
dcvelopmental programming cffects at the pituitary and 
testicular leve! of the gonadal axis. We conclude that 
maternal protein restriction delays sexual maturation in 
male rats. lt is clear that sorne effects emerge in later 
life. The finding that thc major persisten! cffects on 
testicular growth resulted from maternal restriction in 
lactation agrees with the postnatal timing of the majority 
o( cell division and growth in rats. The demonstration 
of postnatal effects on spenm numbers but prenatal 
effects on fertility emphasizes thc importance of ínter· 
at"tions between different key components of the test is in 
development. 
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