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RESUMEN

RESUMEN

Estudios epidemioldgicos y experimentales han demostrado la asociacion entre
la exposicidn a estimulos adversos durante la etapa intrauterina, un bajo peso
al nacer y el desarrollo posterior de patologias cardiovasculares. Este
fendmeno se conoce como “programacion fetal”. Un bajo peso al nacer es un
marcador de inadecuado desarrollo fetal, que puede producirse, entre otras
causas, por dietas pobres o desequilibradas durante la gestacion. La incidencia
de bajo peso al nacer esta en aumento en todo el mundo, lo que supone un
problema de importancia clinica global. La placenta, como interfaz entre la
madre y el feto, juega un papel crucial en la respuesta a factores estresores
durante la gestacion y participa en la programacion fetal. La respuesta del feto
a un ambiente intrauterino adverso tiene un componente sexo-dependiente,
estando mas protegidas las hembras de la programacion fetal de las
enfermedades cardiovasculares. La placenta, al tener el mismo sexo que el
individuo, podria modular de forma diferente, la respuesta a factores adversos
durante la gestacion, en funcién del sexo. Esta Tesis Doctoral plantea la
hipétesis de que alteraciones del estado nutricional durante la gestacion
interfieren con el crecimiento fetal a través de un estado pro-oxidativo de la
placenta. Su objetivo es analizar, en la rata, el impacto de intervenciones
nutricionales durante la gestacion —desnutricién o suplementacion con acidos
grasos poliinsaturados- sobre el crecimiento fetal y la implicacion de la placenta
en estos procesos, analizando el posible dimorfismo sexual. Material y
Métodos. La desnutricion se indujo por una reduccion del 50% de la ingesta
materna durante la segunda mitad de la gestacion; la suplementacion se llevo a
cabo con acido araquidonico (ARA) y docosohexahenoico (DHA) a lo largo de
toda la gestacion. En ambos modelos se analiz6 la influencia de la intervencién
nutricional sobre la rata gestante, la placenta y el crecimiento fetal y del
corazon y rindn. Resultados desnutricion materna: 1) redujo en la madre la
cantidad de proteinas plasmaticas, manteniendo la glucemia y aumento la
corticosterona; 2) en la placenta indujo un crecimiento deficiente asociado con
una reduccion de proteinas y LCPUFA, aumenté los marcadores de dafio
oxidativo, relacionado con alteraciones sexo-dependientes en la expresion de

enzimas pro y antioxidantes y 3) en el feto produjo un aumento de la
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corticosterona plasmatica y un menor peso corporal y del rifién, en ambos
sexos, observandose un menor peso del corazén sélo en machos. Resultados
suplementacion con ARA+DHA: 1) aumentd en la madre la disponibilidad en
plasma de los dos &cidos grasos, con una correlacion negativa entre ambos,
también aumentd algunos marcadores de dafio oxidativo plasmatico; 2) en la
placenta produjo mayor crecimiento con acumulacion de estos acidos grasos, e
incrementd los marcadores de afio oxidativo, siendo el efecto mayor en
hembras, 3) en el feto produjo un menor peso corporal y, en ocasiones,
reabsorcion fetal, asociado con los niveles de ARA, también indujo un aumento
de marcadores de dafio oxidativo en la placenta, con mayor impacto en las
hembras. Sin embargo, solo indujo un menor peso del corazén en machos.
Conclusiones. La restriccién nutricional en la rata produce una situacion de
estrés que eleva los niveles maternos de corticosterona; a través de su efecto
catabdlico la corticosterona puede contribuir a la baja disponibilidad de
proteinas y al dafio oxidativo de la placenta, con un impacto negativo sobre el
crecimiento fetal. La suplementacion con ARA+DHA produce una situacion de
dafio oxidativo materno y placentario, mediada por el ARA, que puede
contribuir a la restricciéon del crecimiento fetal, con mayor impacto en las
hembras. En conjunto, estos datos indican que diferentes desequilibrios
nutricionales inducen un estado pro-oxidativo de la placenta que puede
participar en la restriccion del crecimiento fetal. También evidencian que el
corazdn de machos presenta una peor respuesta a ambientes intrauterinos
adversos, que es independiente de la placenta, y que puede contribuir a la
mayor susceptibilidad del sexo masculino a la programacion fetal de la

enfermedad cardiovascular.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Epidemiological and experimental studies have demonstrated the association
between exposure to adverse stimuli during the intrauterine life, low birth weight
and the subsequent development of cardiovascular diseases. This phenomenon
is known as "fetal programming". Low birth weight is a marker of inadequate
fetal development, related, among other causes, to poor or unbalanced diets
during pregnancy. The incidence of low birth weight is increasing worldwide,
which is a global problem of clinical importance. The placenta, as an interface
between the mother and the fetus, plays a crucial role in the response to
stressors during pregnancy and participates in fetal programming. The
response of the fetus to an adverse intrauterine environment has a sex-
dependent component, females being protected from the fetal programming of
cardiovascular diseases. The placenta, having the same sex as the individual,
could modulate in a different way, the response to adverse factors during
pregnancy, depending on sex. This Doctoral Thesis proposes the hypothesis
that alterations in nutritional status during pregnancy interfere with fetal growth
through a pro-oxidative state of the placenta. Its main objective was to analyze,
in the rat, the impact of nutritional interventions during pregnancy -malnutrition
or supplementation with polyunsaturated fatty acids - on fetal growth and the
implication of the placenta in these processes, analyzing the possible sexual
dimorphism. Material and Methods. Malnutrition was induced by a 50%
reduction in maternal diet during the second half of pregnancy; supplementation
was carried out with arachidonic acid (ARA) and docosohexahenoic acid (DHA)
throughout the entire gestational period. In both models, the influence of the
nutritional intervention on the pregnant rat, the placenta and on fetal
development, including heart and kidney growth, was analyzed. Results
maternal undernutrition: 1) in the mother it reduced the amount of plasma
proteins, maintaining glycemia and increased corticosterone; 2) in the placenta
it induced a deficient growth, associated with reduction of proteins and
LCPUFAs and increased oxidative damage markers, which was related to sex-
dependent alterations in the expression of pro and antioxidant enzymes; 3) in
the fetus it produced an increase in plasma corticosterone and a lower body

and kidney weight, in both sexes. However, a lower heart weight was only
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observed in males. Results supplementation with ARA + DHA: 1) in the
mother it increased the plasma availability of the two fatty acids, with a negative
correlation between them, it also increased plasma oxidative damage markers;
2) in the placenta it produced increased growth with accumulation of these fatty
acids; it also increased oxidative damage markers, higher in females, 3) in the
fetus produced a lower body weight and, sometimes, fetal resorption,
associated with ARA levels; it also increased markers of oxidative damage in
the placenta, with a larger impact on females. However, it only induced a lower
heart weight in males. Conclusions The nutritional restriction in the rat
produces a situation of stress that raises maternal levels of corticosterone;
through its catabolic effect, corticosterone can contribute to low protein
availability and oxidative damage to the placenta, with a negative impact on
fetal growth. Supplementation with ARA + DHA produces a situation of maternal
and placental oxidative damage, mediated by ARA, which can contribute to fetal
growth restriction, with greater impact on females. Taken together, these data
indicate that different nutritional imbalances induce a pro-oxidative state of the
placenta that can participate in fetal growth restriction. They also show that
male heart specifically presents a worse response to an adverse intrauterine
environment, independent of the placenta, which may contribute to the greater

susceptibility of male sex to fetal programming of cardiovascular disease.
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INTRODUCCION

El bajo peso al nacer es un marcador de un inadecuado desarrollo fetal, por
debajo del potencial del individuo. El bajo peso al nacer esta relacionado con
problemas maternos durante la gestacion que conllevan una restriccion del
crecimiento intrauterino (IUGR), con partos pretérmino. Estas situaciones son
cada vez mas prevalentes, tanto en paises desarrollados como
subdesarrollados. Entre otros factores, la nutricion durante la gestacion juega
un papel principal, conociéndose que dietas insuficientes o desequilibradas
afectan de forma negativa al desarrollo fetal. Un bajo peso al nacer conlleva un
mayor riesgo de mortalidad y morbilidad perinatales y, ademas, esta asociado
con el desarrollo posterior de patologias del adulto, particularmente patologias
cardiometabdlicas. Es por esto por lo que el conocimiento del impacto de
intervenciones nutricionales en la gestacién sobre el desarrollo fetal, es de gran

importancia socio-sanitaria.

1. Programacion fetal

Durante mucho tiempo se consideré que el feto en desarrollo se encontraba
exento de sufrir dafio por agentes externos, pues se suponia que estaba
protegido dentro del vientre materno. Sin embargo, en las ultimas décadas, se
ha demostrado que los estimulos adversos o agresiones en la etapa fetal
originan alteraciones permanentes en el individuo, que contribuyen al desarrollo
posterior de algunas patologias en la edad adulta. Este fenbmeno se conoce

como “programacion fetal”.

La relacion entre un ambiente intrauterino adverso y la programacion fetal de la
enfermedad fue postulada por Barker y colaboradores, en la década de 1980,
lo que se conoce como hipétesis de Barker (Barker and Osmond, 1986; Barker
et al., 1993). Barker postuld esta hipétesis basandose en la relacion entre un
periodo de hambruna y alta mortalidad infantil a principios de 1900 y elevadas
tasas de mortalidad por cardiopatia isquémica de los supervivientes
aproximadamente 60 afios después. Es decir, relacion6 pobreza (malnutricion)
en la etapa fetal y primeros afios de vida con riesgo posterior de enfermedad
cardiometabdlica (Barker and Osmond, 1986). Ademas, Barker observé una

relacion inversa entre el peso al nacer y la presion arterial en la edad adulta
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(Forsdahl, 1977; Barker and Osmond, 1988). El peso al nacer es un marcador
importante de crecimiento fetal, por lo que estas observaciones fortalecieron
aun mas la hipétesis de que influencias adversas que afectan negativamente al
desarrollo fetal y que producen crecimiento deficiente, aumentan el riesgo de
enfermedad cardiovascular en etapas posteriores de la vida (Barker and
Osmond, 1988).

Estudios epidemioldgicos posteriores han dado peso a la hipétesis de Barker.
Una de las poblaciones més estudiada en relacion con la programacion fetal ha
sido la descendencia de mujeres que vivieron etapas de hambruna durante la
segunda guerra mundial, particularmente la cohorte holandesa expuesta a la
hambruna de 1944-1945. Estos estudios han corroborado la relacion entre
insuficiente aporte de alimentos y desarrollo de patologias del adulto. Ademas
de patologia cardiovascular, se ha evidenciado que un ambiente intrauterino
adverso se relaciona con patologias metabdlicas como la Diabetes Mellitus y la
obesidad. Estos estudios también han puesto de manifiesto que la desnutricién
fetal tenia diferentes efectos dependiendo de su periodo de exposicion. Asi, las
mujeres expuestas a la desnutricion durante etapas tardias de la gestacion,
tuvieron bebés con bajo peso al nacer, mientras que aquellas expuestas solo
durante etapas tempranas, tuvieron bebés con un peso normal al nacer. Por
otro lado, se observo que los bebés que fueron concebidos justo antes de la
hambruna, en la vida adulta tuvieron mayor riesgo de resistencia a la insulina y
una tolerancia a la glucosa alterada, y aquellos concebidos durante la
hambruna presentaron mayor riesgo de hipercolesterolemia, hipertension
arterial (HTA) y enfermedad coronaria (Ravelli et al., 1999; Roseboom et al.,
2001, Painter et al., 2005).

Otros estudios llevados a cabo en diversas regiones geogréficas, en
poblaciones que han sufrido desnutricion debido a guerras o a periodos de
hambrunas, como India (Stein et al., 1996), Biafra (Hult et al., 2010) o China
(Wu L et al.,, 2017), han corroborado la asociacion entre deficiencia en el
crecimiento fetal y posterior desarrollo de hipertension, enfermedad coronaria,
diabetes y obesidad. Hoy en dia esta bien establecido que condiciones
adversas durante la gestacion que, en general, derivan en un bajo peso al

nacer, “programan al feto” y aumentan el riesgo de desarrollar una enfermedad
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cardiometabdlica en la edad adulta (Nuyt, 2008; Poston, 2011; Morton et al.,
2016).

1.1 Factores adversos que participan en la programacion fetal

Existen diversos factores que suponen una situacion de estrés para el feto, los
cuales pueden influir de manera negativa en su desarrollo y contribuir a la

programacion fetal. A continuacion, se exponen los mas importantes.
Malnutricion

El término “malnutricion” materna no solo implica una carencia de nutrientes
(desnutricion) durante la gestacién, sino también una inadecuada alimentacion
debida a un exceso de calorias (sobrenutricion) o a un desequilibrio en la
proporcion de nutrientes como, por ejemplo, dietas con exceso de grasa.
Ambas situaciones de malnutricién durante la gestacion se han asociado con la

programacion fetal.

La desnutricion materna puede resultar de una dieta que no aporta una
adecuada ingesta calodrica o puede ser causada por una dieta con cantidades
reducidas de alguno de los macronutrientes. También se ha demostrado que
las dietas deficientes en micronutrientes contribuyen al bajo peso y a la
prematuridad (Domellof, 2013). Por otro lado, la obesidad materna, o una
excesiva ganancia de peso durante la gestacion por dietas desequilibradas, asi
como el desarrollo de diabetes gestacional, generan neonatos macrosémicos.
Se ha evidenciado, que un exceso de peso al nacer, al igual que un bajo peso,
también se asocia con mayor predisposicion a la enfermedad cardiometabdlica.
Asi, Boney et al. (2005) demostré que los hijos de madres con obesidad o
diabetes gestacional tenian un mayor riesgo de desarrollar sindrome

metabdlico, HTA y diabetes mellitus tipo 2 (Boney et al., 2005).
Disfuncién placentaria

Otro factor que puede influir negativamente en el desarrollo fetal y causar un
bajo peso al nacer es una disfuncion placentaria ya que la placenta es un
organo fundamental para el crecimiento y desarrollo fetal Optimos. La
disfuncion placentaria ocurre cuando la placenta no se desarrolla

adecuadamente o cuando su flujo sanguineo no es suficiente. Estas
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alteraciones de la placenta pueden reducir la superficie de intercambio o el
namero de transportadores. Otra consecuencia es la reduccion del aporte de
oxigeno al feto. Diversas patologias gestacionales como la hipertension
gestacional o la preeclampsia (PE) alteran la funcién de la placenta y se
asocian con inadecuado aporte de nutrientes al feto (Brett et al., 2014).
También se asocian con IUGR, bajo peso al nacer y riesgo de enfermedades

cardiometabdlicas en la edad adulta (Longtine and Nelson, 2011).
Exposicion a toxicos

La exposicion fetal a toxicos, incluidas sustancias como el tabaco y el alcohol,
relacionadas con habitos y estilos de vida, asi como contaminantes
ambientales, comprometen el desarrollo fetal y, a su vez, pueden programar al

feto para el desarrollo posterior de enfermedad cardiometabdlica.

Fumar durante el embarazo, ademas de producir alteraciones congénitas
cardiacas (Forest and Priest, 2016), también disminuye el peso al nacer y se ha
relacionado con el desarrollo de HTA en la edad adulta (Bergen, 2006). Los
efectos deletéreos del tabaco sobre el desarrollo fetal pueden estar
relacionados con fendbmenos de hipoxia (Banderali et al., 2015) y de estrés
oxidativo (Al-Gubory, 2016).

El consumo del alcohol en la gestacion se ha asociado ampliamente con
efectos adversos en el feto, incluidos defectos mudltiples, particularmente
trastornos del neurodesarrollo (Bosco and Diaz, 2014). Incluso en bajas
concentraciones, el alcohol se relaciona con bajo peso al nacer y, por
consiguiente, con la programacion fetal. La hipétesis mas plausible segun la
cual el alcohol provoca estos efectos es a través de necrosis en el tejido
placentario ocasionando procesos isquémicos que interfieren con la
sefalizacion celular, modificando la sintesis de proteinas y el transporte

placentario (Bosco and Diaz, 2012).

Por otro lado, es bien conocido que algunos contaminantes ambientales, como
Bisfenol A, metales pesados, etc., son teratbgenos en concentraciones
elevadas. La exposicion a pequefas dosis durante la gestacién también puede
interferir con el crecimiento fetal. Incluso, aunque un solo compuesto no

induzca un efecto adverso, la exposicion a multiples contaminantes tiene
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resultados adversos acumulativos, incluso en concentraciones bajas (Al-
Gubory, 2016).

Glucocorticoides

La exposicion intrauterina a altos niveles de glucocorticoides puede tener
efectos adversos sobre el crecimiento fetal. Existen evidencias de que la
exposicion fetal a glucocorticoides sintéticos se asocia con bajo peso al nacer
(Murphy et al., 2012), con alteraciones en la cognicién infantil (Newnham et al.,
2002) y con el desarrollo de HTA en la vida adulta (Harris and Seckl, 2011). En
condiciones normales, las concentraciones de glucocorticoides son bajas en el
feto gracias a la enzima placentaria 11B hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2
(11BHSD2), expresada por el trofoblasto y que convierte el cortisol en cortisona
inactiva, protegiendo al feto contra una posible elevacion de los niveles de
cortisol materno. Sin embargo, esta barrera enzimatica puede estar inhibida en
situaciones de desnutricidn, exposicion a toxicos y disfuncion placentaria
(Ramiro-Cortijo et al., 2017). Ademas, en humanos, se ha descrito que
mutaciones en el gen 11BHSD2 se asocia con bajo peso al nacer (Seckl et al.,
2000). La exposicion a glucocorticoides sintéticos en mujeres embarazadas es
habitual en la practica clinica, ya que se utilizan en mujeres con riesgo de parto
prematuro. Sin embargo, en esta situacibn son necesarios, ya que la
prematuridad se asocia con numerosas complicaciones del neonato tanto en la

etapa perinatal, como a largo plazo.

1.2 Modelos experimentales para el estudio de la programacion fetal

Para el estudio de la programacion de enfermedades cardiometabdlicas se han
desarrollado diversos modelos experimentales, utilizando distintas especies
animales, en los que es posible llevar a cabo un estudio longitudinal, asi como
intervenciones que permitan demostrar los mecanismos implicados en la
programacion. En estos modelos se realizan intervenciones durante la
gestacion que mimeticen los distintos factores adversos que se han
mencionado anteriormente y se estudia la evolucion de la descendencia. A

continuacion, se describen los modelos mas frecuentes.
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Modelos nutricionales

La restriccion caldrica global durante la gestacion es una de las intervenciones
mas utilizadas para el estudio de programacion fetal (Ergaz et al., 2005; Morton
et al.,, 2016; Rodriguez-Rodriguez et al., 2017). Existen varios tipos de
intervencién, llevados a cabo en distintas especies, que van desde de la
restriccion calorica global severa (70% de la ingesta ad libitum), moderada
(50%) o leve (30%), siendo la mas comudn la moderada. La restriccion
nutricional puede realizarse durante toda la gestacion o en etapas especificas
(primera o segunda mitad). La restriccion calorica global produce individuos de
bajo peso al nacer y programa el desarrollo de HTA, y obesidad entre otras
alteraciones (Ergaz et al., 2005; Mufoz-Valverde et al.,, 2015; Rodriguez-
Rodriguez et al., 2017).

Otros modelos restringen especificamente la ingesta de proteinas,
manteniendo una dieta isocal6rica. En roedores se utiliza habitualmente un 8%
de proteina frente a un 20%, que es la cantidad normal en el pienso. Esta dieta

también induce IUGR y programa para HTA (Nishina et al., 2003).

En cuanto a los modelos en los que se administra un exceso de nutrientes, uno
de los mas frecuentemente utilizados son las dietas altas en grasas. Se ha
demostrado que esta intervencién predispone al desarrollo de resistencia a la
insulina (Buckley et al., 2005) y de HTA (Khan et al., 2005). Otros modelos
administran durante la gestacién una dieta elevada en fructosa, habiéndose
demostrado que esta intervencion, también predispone al desarrollo de HTA en
la edad adulta (Tain et al., 2016).

Modelos de disfuncién placentaria

Se han utilizado diversas intervenciones quirdrgicas para generar un modelo
gue mimetice una insuficiencia placentaria, |0 que genera una reduccion de
nutrientes y de oxigeno al feto. En estudios experimentales, se ha demostrado
gue una insuficiencia en el aporte de nutrientes al feto a través de la placenta
se asocia con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y metabdlicas
en la edad adulto (Godfrey 2002). El modelo més frecuentemente utilizado es la
ligadura uterina bilateral. Este modelo en rata consiste en realizar la ligadura

de las arterias uterinas en la Ultima semana se gestacion; es decir, entre los
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dias 16 a 19. En este modelo los fetos nacen con bajo peso (aproximadamente
20% menor) (Janot et al., 2014) y presentan IUGR e hiperisulinemia (Nusken et
al., 2008). La insuficiencia placentaria no solo produce inadecuado aporte de
nutrientes sino también de oxigeno. Una situacién de hipoxia per se también
predispone para la enfermedad cardiometabdlica. Asi, en diversos modelos
animales en lo que se restringe el oxigeno durante la gestacion se ha
demostrado que induce bajo peso al nacer y alteraciones en diversos organos
(Thompson and Al-Hasan, 2012). A su vez se han asociado con la
programacion fetal de enfermedades cardiometabdlicas (Nestrerenko and Aly,
2009).

Modelos de exposicion a téxicos

Se han utilizado numerosos modelos en los que se expone al animal durante la
gestacion a diversos toxicos, tanto medioambientales como alcohol o nicotina.
Algunos modelos de exposicidbn a nicotina durante la gestacidon se han
asociado a un bajo peso al nacer (Mohsenzadeh et al., 2014), mientras que la
exposicion intrauterina al alcohol se ha relacionado con menor numero de

nefronas y desarrollo de HTA (Gray et al., 2010).
Modelos de exposicion a glucocorticoides

Se han desarrollado diversos modelos animales en los que se administran
glucocorticoides a la rata gestante. Por ejemplo, la administracién de
dexametasona durante la gestacibn se ha asociado con menor nimero de
nefronas y desarrollo de HTA en la edad adulta (Ortiz et al., 2001). Otros
modelos han asociado la exposicion a betametasona durante la gestacién con
IUGR (Ni et al., 2018).

1.3 Dimorfismo sexual en la programacion fetal

Estudios en los modelos de programacion fetal mencionados anteriormente han
constatado que el desarrollo de alteraciones cardiometabdlicas producidas por
exposicion a un factor estresor durante la etapa intrauterina presenta un
dimorfismo sexual, estando mas afectados los machos (Morton et al., 2016).
Esto se ha observado particularmente en la HTA que, mayoritariamente sélo se
desarrolla en los machos. Aunque algunos estudios evidencian que también

aparece en hembras pero en etapas mas tardias o de forma moderada (Ozaki
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et al., 2001, Ortiz et al., 2003; Grigore et al., 2008; Rodriguez-Rodriguez et al.,
2017). Se ha sugerido que este dimorfismo sexual en el desarrollo de
hipertension esta relacionado con las hormonas sexuales; por un lado con la
funcion protectora de los estrogenos y, ademdas, se ha sugerido que
alteraciones de la testosterona también pueden tener un papel (Alexander et
al., 2015). Sin embargo, algunos datos apuntan a que este dimorfismo sexual
ya esta presente en animales prepuberes (Rodriguez-Rodriguez et al., 2017),
lo que sugiere que puede haber otros mecanismos implicados. En este sentido,
se ha sugerido que la placenta podria jugar un papel en el dimorfismo sexual
de la programacion fetal de la enfermedad cardiometabdlica (Kalisch-Smith et
al., 2017).

Aunque este dimorfismo sexual esta bien establecido en animales de
experimentacién, no es tan claro en humanos, ya que la asociacion entre un
bajo peso al nacer y la hipertension se encontré tanto en hombres como en
mujeres (Osmond and Barker, 2000; Rich-Eddwards et al., 2005). Sin embargo,
existe evidencia de que esta asociacién y otras alteraciones relacionadas,
como la disfuncion renal, se producen de forma mas importante en varones (Li
et al., 2008). Las discrepancias entre los diversos estudios pueden estar
relacionadas con la edad de la poblacion de estudio y la presencia o no de

menopausia (Alexander et al., 2015).

1.4 Mecanismos implicados en la programacién fetal

A continuacion, se describen algunos de los mecanismos propuestos para
explicar la asociacién entre un ambiente intrauterino adverso y el desarrollo de

enfermedad cardiometabdlica.

1.4.1 Alteraciones organicas

Se ha demostrado que independientemente del factor estresor durante la etapa
intrauterina, se produce una serie de alteraciones comunes; entre las cuales

esta un numero reducido de células en algunos organos.

Alteraciones renales. Se ha sugerido que un estrés fetal conduce a un
inadecuado desarrollo renal y a una reduccion en el numero de nefronas. Esto

tiene como consecuencia una hipertrofia e hiperfiltracion glomerular, retencién
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renal de sodio y aumento de la presion capilar glomerular. A largo plazo, estas
alteraciones conducen a una reduccion irreversible de la funcién renal y un
aumento de la presion arterial en la edad adulta (Hershkovitz et al., 2007). Asi,
en humanos se ha constatado que el bajo peso al nacer se asocia con menor
namero y volumen glomerular (Manalich et al., 2000). Por otro lado, en varios
modelos animales de programacion fetal también se ha demostrado que el
estrés durante la etapa intrauterina produce disminucion del tamafo renal,
asociado a HTA en la edad adulta (Vehaskari et al., 2001; Paixao and
Alexander, 2013).

Alteraciones cardiacas. De forma similar a lo que ocurre en el rifién, la falta de
nutrientes durante la vida intrauterina produce reduccién del numero de
cardiomiocitos en el feto (Corstius et al., 2005; Stacy et al., 2009; Zohdi et al.,
2014). También se ha demostrado que la desnutricion fetal, se asocia con
remodelado cardiaco e HTA en la edad adulta (Xu et al., 2006), asi como
alteraciones funcionales del corazon (Hu et al., 2000; Xu et al., 2006; Elmes et
al., 2007). Las alteraciones estructurales del corazon observadas en estos
modelos podrian estar asociadas con la propia HTA al ser ésta un factor de
riesgo de hipertrofia cardiaca. Sin embargo, algunos autores evidencian una
hipertrofia cardiaca en animales sometidos a desnutricion fetal en edades
tempranas —previas a la aparicion de HTA- lo que sugiere mecanismos
independientes de la elevacién de la presidon arterial (Gezmish et al., 2010;
Tarry-Adkins et al., 2013; Rodriguez-Rodriguez et al., 2017).

Alteraciones vasculares. Un bajo peso al nacer también se asocia con diversas
alteraciones vasculares, incluyendo disfuncién endotelial y remodelado
vascular. En seres humanos, sometidos a condiciones adversas en la etapa
intrauterina se han evidenciado signos de disfuncion endotelial incluso a
edades tempranas (Leeson et al., 2001). Por otro lado, estudios en diversos
modelos animales de restriccion nutricional durante la gestacion y en modelos
de alteraciones del flujo uterino se ha demostrado aumento de la respuesta a
vasoconstrictores, en algunos y reduccion de las respuestas endotelio-
dependientes en otros (Nuyt, 2008; Poston, 2011). Por otro lado, alteraciones
en la estructura de los vasos o remodelado vascular también se han asociado

con la programacion fetal. También ratas sometidas a desnutricion fetal
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presentan hiportrofia de la aorta al nacimiento (). Es bien conocida la
importancia de la elastina en la complianza arterial y, se ha sugerido que una
deficiente sintesis durante la etapa fetal puede jugar un papel en la
programacion de la HTA (Martyn and Greenwald, 1997). Estudios posteriores
en animales de experimentacion han confirmado esta hipétesis al haber
demostrado remodelado y rigidez vascular en asociacion con exposicion a
factores estresores en la etapa fetal (Armitage et al., 2005; Gutiérrez-Arzapalo
et al., 2017).

Alteraciones en el tejido adiposo. Una escasez de nutrientes durante la etapa
fetal puede conducir a cambios metabodlicos que, a corto plazo permiten la
supervivencia, pero que, en ambiente postnatal con suficiente acceso de
nutrientes contribuye al acimulo de grasa en exceso. Asi, en humanos, el bajo
peso al nacer secundario a desnutricion materna durante la primera mitad de la
gestacidon se asocio con un aumento en el tejido adiposo en etapas posteriores,
sobre todo grasa abdominal y troncal y mayores tasas de obesidad en la edad
adulta (Ravelli et al., 1999). En algunos estudios de restriccion global
nutricional en roedores también se ha demostrado que el bajo peso al nacer se
relaciona con adipocitos hipertréficos, crecimiento postnatal acelerado,
hiperfagia y desarrollo de obesidad en la edad adulta (Desai et al., 2008;
Mufoz-Valverde et al., 2015).

1.4.2 Cambios epigenéticos

Los mecanismos epigenéticos influyen esencialmente en la expresiéon a largo
plazo de un gen al alterar la capacidad de la maquinaria transcripcional. Los
mecanismos de accidn epigenética incluyen la metilacion del DNA,
modificaciones de histonas postraduccionales y la represion y activacion
mediada por microARNs (Vo and Hardy, 2012). La modulacién epigenética es
reversible, a diferencia de la informacion genética que es altamente estable, y
esta influenciada por diversos factores, entre los que pueden incluirse los
habitos alimentarios y otros factores relacionados con estilos de vida como la
exposicién a téxicos. Ademas un entorno materno desfavorable durante el
embarazo puede tener una importante influencia en la modulacién de la

expresion génica en el feto a través de mecanismos epigenéticos. Asi, diversos
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estudios sugieren que los cambios epigenéticos son uno de los mecanismos
responsables de la programacion fetal (Gluckman et al., 2009). Se ha
encontrado que una insuficiencia Utero-placentaria produce alteraciones de la
metilacion de algunos genes asociado a una reduccion en el ndmero de
nefronas (Gicquel et al., 2008). Otros estudios demuestran que la disfuncion
endotelial y otras alteraciones asociadas a la HTA se relacionan con una
reduccion en la metilacion de algunos genes como los que codifican para el
receptor AT1 de angiotensina (Bogdarina et al., 2007), el PPAR-a o el receptor
de glucocorticoides (Burdge et al., 2007b). Estudios en supervivientes de la
hambruna de Holanda, mostraron que la restriccion caldrica durante el periodo
perinatal tuvo un efecto sobre la metilacién del gen del IGF-2 (Heijmans et al.,
2008). Por lo tanto, la evidencia experimental apunta a que los mecanismos
epigenéticos estan relacionados con la expresiébn y mantenimiento a largo

plazo de los efectos de la programacion fetal (Burge et al., 2007a).

1.4.3 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es uno de los nexos de unién mas plausibles entre un
crecimiento fetal adverso y un aumento de riesgo de desarrollar enfermedades
cardiometabdlicas en la edad adulta (Luo et al., 2006; Thompson and Al-Hasan
2012; Rodriguez-Rodriguez et al., 2018).

Como consecuencia del metabolismo aerobio se generan especies quimicas
altamente reactivas, conocidas como especies reactivas de oxigeno (ROS),
gue son moléculas que contienen al menos un atomo de oxigeno y que tienen
el potencial de generar radicales libres. Otros radicales libres de importancia
bioldgica son los derivados de las especies reactivas de nitrogeno (RNS); si
bien, los ROS representan la clase mas abundante en los sistemas biologicos
(Miller et al., 1990). Las especies reactivas son moléculas que, a bajas
concentraciones, participan en el organismo en importantes funciones
fisiolégicas como la sefalizacion celular y la defensa inmunitaria (Valko et al.,
2007). Sin embargo, como estas sustancias son prooxidantes, cuando se
encuentran en exceso pueden producir dafio oxidativo a macromoléculas
(lipidos, proteinas y DNA), lo que altera la funcion celular, contribuyendo al

desarrollo de patologias como el cancer, las enfermedades neurodegenerativas
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y las enfermedades cardiometabdlicas (Marchesi et al., 2009; El Assar et al.,
2013).

A su vez, los organismos aerobios han desarrollado sistemas antioxidantes que
equilibran la produccion y destruccion de las moléculas oxidantes. Si el balance
entre los sistemas oxidantes y antioxidantes se desequilibra a favor de los

primeros, se produce el fendmeno conocido como estrés oxidativo (Sies, 1997).

Prooxidantes

Anién superéxido (O27). Se forma mediante la adicion de un electrén al oxigeno
molecular. Este proceso esta mediado por la nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato (NADPH) oxidasa, la xantina oxidasa (XO) o por el sistema de
transporte de electrones mitocondrial (Hayyan et al., 2016). El sitio principal de

produccion de anidn superoxido es la mitocondria.

Radical hidroxilo (OH). Es el ROS mas reactivo y puede dafiar proteinas,
lipidos, carbohidratos y DNA. También puede iniciar la peroxidacién de lipidos
tomando un electron de &cidos grasos poliinsaturados. El radical hidroxilo

puede ser generado por varias vias, en las cuales esta implicado el O,"".

Peréxido de hidrogeno (H20,). ElI H,O2 no es un radical libre pero si es uno de
los principales ROS. ElI H,O, es producido por un grupo de enzimas
denominadas superéxido dismutasas (SODs), que descomponen el O, a O, y
H,O. También es producido por xantina oxidasa, aminoacido oxidasa y NADPH
oxidasa (Kelley et al., 2009).

Oxido nitrico (NO). Es un radical libre desde el punto de vista fisico por poseer
un electron desapareado, aunque no se conoce que induzca reacciones
capaces de oxidar macromoléculas. Sin embargo, el NO puede reaccionar
facilmente con el anion superoxido para formar peroxinitritos, que son
moléculas altamente reactivas y deletéreas por su gran capacidad oxidativa. El
NO se sintetiza a partir de la L-arginina por la enzima sintasa de NO y participa
como molécula de sefalizacion en muchos procesos biolégicos y en particular

en la regulacion de la presion arterial (Hermann et al., 2006).
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Antioxidantes

El concepto de antioxidante bioldgico se refiere a cualquier compuesto que, en
bajas concentraciones es capaz de prevenir o retrasar la oxidacion de
moléculas (Pisoschi and Pop, 2015). Los sistemas antioxidantes mas

importantes se describen a continuacion.

Superéxido dismutasa (SOD). Constituye la primera defensa enzimética que
presenta la célula para hacer frente a la produccion del radical O, . Se han
caracterizado tres isoenzimas en mamiferos, que difieren tanto en su
localizacion celular como en los cofactores metalicos de sus centros activos:
Cu/Zn-SOD (SOD1, esta principalmente en el citosol); Mn-SOD (SOD2, esta en
la matriz mitocondrial) y EcSOD (SOD3, se localiza en la matriz extracelular)
(Zelko et al., 2002).

Catalasa. Es una enzima que esta presente principalmente en los peroxisomas
de las células de mamiferos. Tiene dos actividades enzimaticas que dependen
de la concentracion de H,O,; si es alta, la catalasa actua cataliticamente, es
decir, elimina el H,O, formando H,O y O,, mientras que a una concentracion
baja y en presencia de un donante de hidrogeno adecuado (etanol, metanol,
etc.) la catalasa actla—eliminando H,O, y a la vez peroxidando su sustrato
(Scibior and Czeczot, 2006).

Vitaminas C y E. La vitamina C proporciona una capacidad antioxidante
intracelular y extracelular principalmente mediante la eliminacion de radicales
libres de oxigeno. Por otro lado, la vitamina E, al ser liposoluble, se concentra
en el interior hidrofébico de la membrana celular y es la principal defensa

contra la lesion de fosfolipidos de la membrana inducida por oxidantes.

Glutatién (GSH). Es el principal antioxidante intracelular de bajo peso molecular
y se encuentra en grandes cantidades en el plasma sanguineo (Ballatori et al.,
2009). Tiene un papel en la conversion de vitamina C y E a sus formas activas,
protege a las células contra la apoptosis al interactuar con las vias de
sefalizacion (Marsella et al., 2005) y también regula y activa varios factores de

transcripcion.

Polifenoles. Son los principales antioxidantes adquiridos a través de la dieta

(Lotito and Frei, 2006). Se ha demostrado que los polifenoles tienen una
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importante capacidad antioxidante in vitro. Sin embargo, su actividad in vivo es
mas cuestionable y puede estar limitada por factores como la capacidad de

absorcion, la biodisponibilidad o la tasa de depuracién (Manach et al., 2005).

Biomarcadores de dafio oxidativo

Los niveles de ROS/RNS son dificiles de medir en sistemas biolégicos, por su
corta vida media. Por ello, en lugar de detectarlos directamente, se miden otras
moléculas mas estables, producto del dafio oxidativo que los ROS y RNS
producen sobre diversas macromoléculas, -lipidos, proteinas y DNA-. Estos
biomarcadores pueden ser detectados en tejidos y en fluidos biol6gicos, como
el plasma y la orina. La cuantificacion de estas moléculas es un indice de la
susceptibilidad de las macromoléculas a la oxidacién y han sido utilizadas

como marcadores de estrés oxidativo.

Biomarcadores de oxidacion a lipidos. Los lipidos, al encontrarse en las
membranas celulares, son las macromoléculas mas accesibles a la accion de
prooxidantes y, por tanto, son las que se oxidan en primer lugar, alterando la
forma y funcion celular EI malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxi-2-nonenal
(HNE), junto con los isoprostanos, son los productos de peroxidacién lipidica

mas usualmente detectados (Dreissigacker et al., 2010).

Biomarcadores de oxidacién a proteinas. Las proteinas son macromoléculas
que también son susceptibles de oxidacién. La determinacién de la oxidacién
de proteinas es relevante ya que contribuye a alterar la funcién de enzimas,
receptores y también modifica la funcion celular. Entre los biomarcadores mas
utilizados destaca la medida de los niveles de proteinas carboniladas (Berlett
and Stadman, 1997). Este biomarcador tiene algunas ventajas en comparacion
con la medicion de otros productos de oxidacion debido a su formacion

relativamente temprana y a su estabilidad.

Biomarcadores de oxidacion a DNA. Aunque el DNA esta mas protegido que
los lipidos y las proteinas, y por lo tanto es menos susceptible a la oxidacion,
los ROS/RNS también conducen a varios tipos de modificaciones en el DNA,
incluida la oxidacién de nucleétidos, la rotura de cadenas y la pérdida de bases
(Dizdaroglu et al., 2002). El biomarcador mas frecuentemente utilizado como

medida del dafio a DNA es el 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG).
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En la Figura 1 se resumen los sucesos que ocurren durante la programacion

fetal de la enfermedad cardiometabodlica.

Figura 1. Programacion fetal de la enfermedad cardiometabdlica

Edad adulta

Malnutricion
Patologias gestacionales
Disfuncion placentaria
Exposicion a sustancias toxicas
Exposicion a glucocorticoides

» Adaptacion epigenética
» Desarrollo inadecuado de érganos
y tejidos (rifién, corazén, vasos
sanguineos, tejido adiposo)

» Estrés oxidativo

« HTA
» Enfermedad coronaria
» Diabetes mellitus

» Obesidad

Esquema donde se resume los sucesos que ocurren en la programacion fetal de la enfermedad
cardiometabdlica. HTA, hipertensién arterial.

2. La gestacion

La gestacion es el periodo que transcurre entre la implantacion del cigoto en el
Gtero, hasta el momento del parto y hace referencia a los procesos fisiol6gicos
de crecimiento y desarrollo del feto en el interior del Gtero materno. Durante
este periodo se producen en la mujer cambios fisiol6gicos, metabdlicos e
incluso morfolégicos encaminados a proteger, nutrir y permitir el desarrollo del

feto.

Una gestacion normal dura en promedio 40 semanas (rango 37-42). El
embarazo se suele dividir en tres etapas de tres meses cada una, con el
objetivo de simplificar la referencia a los diferentes estados de desarrollo del
feto: primero, segundo y tercer trimestre. Este ultimo marca el principio de la
viabilidad que quiere decir que el feto podria llegar a sobrevivir de ocurrir el
parto ya sea natural o inducido, ya que a partir de este momento los pulmones
fetales se encuentran formados casi totalmente, solo les falta madurar. Si el
parto se produce previo a la semana 37 de gestacion se considera un parto

prematuro o pretérmino.
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2.1 La placenta

La placenta humana es un 6rgano discoidal que comienza a formarse en la
segunda semana del embarazo y su formacion culmina en el cuarto mes de la
gestacion, aunque, durante el resto del embarazo, la placenta suele sufrir
cambios. La placenta a término tiene un didmetro aproximado de 22 cm, un
grosor de 2.5 cm y un peso aproximado es de 500 gramos (Huppertz and
Kingdom, 2012). De forma similar que en el ser humano, la rata presenta una
placenta de tipo hemocorial, que se caracteriza por un alto grado de invasién
del trofoblasto de los vasos uterinos maternos. En la rata, se pueden distinguir
dos estructuras placentarias: la placenta coriovitelina y la placenta
corioalantdica. La primera se observa entre los dias 7-12 de gestacion y es
importante en el periodo entre la implantacién y la mitad de la gestacion. La
placenta corioalantéica, representa la placenta definitiva y su desarrollo
comienza en el dia 12 y sigue hasta el final de la gestacion (Fonseca et al.,
2012).

La placenta, siendo la interfaz principal entre la madre y el feto, es importante
para nutrir al feto a lo largo de la progresion normal del embarazo (Myllynen
and Vahakangas, 2013). La placenta realiza diversas funciones, como
proporcionar una barrera inmunoldgica entre el feto y la madre, el transporte de
nutrientes, eliminacion de desechos fetales y produccion de hormonas,
citoquinas y moléculas de sefalizacion (Duttaroy, 2004). Ademas, el transporte
de nutrientes de la placenta depende de su desarrollo vascular, que determina
el flujo de sangre a ambos lados de la placenta; por lo tanto, la angiogénesis y
la vasculogénesis tanto en la circulacién uteroplacentaria como feto-placentaria

son de vital importancia.

En virtud de estas funciones, la placenta es un elemento clave, que desempefa
un papel directo en la programacion fetal ya que, puede cambiar el patrén de
sefalizacion hormonal y/o modificar la cantidad de sustratos transportados al
feto, alterando el desarrollo fetal. Existe abundante evidencia de alteraciones
en estos parametros en embarazos complicados con IUGR, PE y diabetes
gestacional. Por otro lado, se ha descrito que existen alteraciones en la
expresion de transportadores de glucosa y aminoacidos en la placenta en

presencia de diversas complicaciones gestacionales maternas, entre ellas el
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IUGR (Myatt, 2006). En tercer lugar, la exposicion fetal a glucocorticoides
también modifica la funcion placentaria. Todos estos datos sugieren que un
inadecuado desarrollo placentario puede ser el origen de un deficiente

desarrollo fetal y por lo tanto de programacion fetal.

Un aspecto importante es el hecho de que la placenta la sintetiza el feto a partir
del trofoblasto, por lo tanto tiene el mismo sexo del feto. Este hecho conduce a
la hipotesis de que la placenta masculina y femenina puede presentar diferente
sensibilidad a factores estresores durante la gestacién y por lo tanto, puede
contribuir al dimorfismo sexual de la programacién fetal de la enfermedad

cardiometabdlica (Gabory et al., 2013).

2.2 Patrones de gestacion en la actualidad y peso al nacer

El estado bioldgico y emocional de la mujer durante la gestacion es
fundamental para el resultado obstétrico. Ambos aspectos estan influenciados
en gran medida por factores socioecondémicos y por lo tanto es diferente en los

paises con bajo nivel de ingresos o en paises desarrollados.

En los paises subdesarrollados el principal problema es la falta de higiene y e
insuficiente acceso a alimentos durante la gestacion, lo que se relaciona con
bajo peso al nacer y alta mortalidad materno-infantil. Otro problema, que
comparten paises de muy bajos recursos con paises en vias de desarrollo son
los embarazos en adolescentes, ya que es mas probable que éstos ocurran en
comunidades marginadas, comunmente impulsadas por la pobreza, la falta de
educacién y oportunidades de empleo. Cada afio, aproximadamente 16
millones de adolescentes entre 15 a 19 afios y 2,5 millones de nifias menores
de 16 afos tienen su primer embarazo (UNFPA, 2015). Este problema ocurre
con mayor frecuencia en el continente africano y en América del sur. Las
gestaciones en adolescentes también se relacionan con un bajo peso al nacer,
ya que la adolescencia es un periodo de crecimiento, por lo que madre y feto
compiten por nutrientes (Ramiro-Cortijo et al., 2017). Los embarazos
adolescentes también tienen un mayor riesgo de patologias de la gestacion y
de morbimortalidad materna e infantil. Asimismo, los nacidos de madres
menores de 20 afios enfrentan mayores riesgos de parto prematuro también

asociado con bajo peso al nacer (Ganchimeg, 2014).
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Los paises desarrollados enfrentan otro tipo de problemas en la gestacion. En
la actualidad una de las caracteristicas mas destacables es el retraso en la
maternidad. La progresion demografica en Europa en el siglo XX y XXI tiene
una clara tendencia hacia una disminucién de la natalidad y un aumento de la
edad materna. En Espafia, segun datos del Instituto Nacional de Estadistica,
entre los afios 2009-2016 la edad media de primera gestacion maternidad ha
ido aumentando progresivamente; en el 2009 fue de 30.4 afios y de 31.3 afios
en el 2016. Los datos de la poblacion espafiola son similares a los de otros
paises del mismo entorno socioecondémico de la Union Europea (Bréart et al.,
2003), asi como de Estados Unidos (Ventura et al.,, 2009) y Australia
(STATISTICS, 2007).

Este retraso en la edad de maternidad tiene importantes consecuencias
biologicas, que también derivan en un alto nidmero de gestaciones con bajo
peso al nacer. Por un lado, un problema de infertilidad y de esterilidad que
conlleva un mayor uso de técnicas de reproduccion asistida; este tipo de
gestaciones se asocian con embarazos multiples de bajo peso. Ademas, la
gestacion en edades avanzadas conlleva riesgo de complicaciones, tanto
obstétricas como fetales, asociadas a bajo peso al nacer o también a
macrosomia que se detallan a continuacion. Todos estos datos sugieren el
riesgo de enfermedad cardiometabdlica en las futuras generaciones pueden

seguir en progresion ascendente en todo el mundo.

2.3 Complicaciones obstétricas

Las complicaciones maternas durante la gestacion, no s6lo comprometen la
salud de la madre, sino que también se asocian a un peor crecimiento fetal lo
gue, como se ha indicado en apartados anteriores, predisponen al desarrollo de
enfermedades cardiometabdlicas en la edad adulta. Entre las complicaciones

obstétricas mas importantes destacan la PE y la diabetes gestacional.

2.3.1 Preeclampsia

La preeclampsia (PE) es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad materna en todo el mundo. Es un sindrome multiorganico especifico
del embarazo que afecta al 2—8% de los embarazos, pudiendo llegar al 13% en

algunos paises. Se caracteriza por ser de nuevo inicio y relacionado con el
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embarazo, por la presencia de HTA y proteinuria, identificada después de las
20 semanas de gestacion. La PE causa dafios multisistémicos debido a
alteraciones vasculares en diversos 6rganos que conducen a insuficiencia
cardiaca y renal, dafio hepatico, hemorragia cerebrovascular, edema pulmonar,
coagulopatia intravascular diseminada, isquemia placentaria, entre otras. En el
feto provoca prematuridad, IUGR y también muerte fetal intrauterina. La PE
también predispone a la madre al desarrollo posterior de enfermedades
cardiometabolicas (Irgens et al., 2001). Tranquilli et al., describi6 que haber
tenido PE era un factor de riesgo no solo para la salud futura de la madre, sino
gue también afectaba la salud de la descendencia en la edad adulta. Los nifios
nacidos de embarazos preeclampticos eran mas propensos a la HTA,
resistencia a la insulina y diabetes mellitus, problemas neuroldgicos, accidentes
cerebrovasculares y trastornos mentales en etapas posteriores de la vida
(Tranquilli et al., 2012).

2.3.2 Diabetes gestacional

La diabetes gestacional (DG) se define por la intolerancia a la glucosa de inicio
reciente durante el embarazo. Alrededor del 2-5% de las mujeres embarazadas
desarrollan DG durante el embarazo y su prevalencia ha aumentado
considerablemente durante la ultima década. La patogenia de la enfermedad
sigue siendo, en gran parte, desconocida (Monteiro et al., 2016), aunque se
sabe que esta condicion metabdlica se manifiesta cuando las células (3
pancreaticas pierden su capacidad para compensar el aumento de la
resistencia a la insulina, que se produce de forma fisiolégica durante el
embarazo. Aunque la DG por lo general resuelve dentro de las 6 semanas
posteriores al parto, aproximadamente el 50% de las mujeres diagnosticadas
desarrollara Diabetes Mellitus posteriormente (Lee et al., 2007). Ademas, las
mujeres con DG presentan mayor riesgo de desarrollar otras complicaciones
del embarazo, como la PE y, su descendencia tiene un mayor riesgo de
resultados adversos a corto plazo, como macrosomia, hipoglucemia y
disfuncion cardiaca. Al igual que el bajo peso al nacer, la macrosomia se
relaciona también con complicaciones a largo plazo, como obesidad, alteracion
de la tolerancia a la glucosa y diabetes que se manifiestan en la adolescencia o
en la edad adulta (Jovanovic and Pettitt, 2001; Phillips and Jeffries, 2006).
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2.4 Complicaciones fetales y peso al nacer
2.4.1 Prematuridad

Como se indic6 anteriormente, se considera un parto prematuro aquel inferior a
las 37 semanas de gestacion. En Europa, la tasa de nacimientos prematuros es
del 5-9%, mientras que en los Estados Unidos llega al 13%. La prematuridad
tiene un origen multifactorial; entre los factores que predisponen a su desarrollo
se encuentran el consumo de tabaco o de alcohol, un bajo nivel
socioecondmico, una edad mayor de 35 o menor de 18 afios al inicio de la
gestacion, un déficit nutricional y tener antecedentes de parto prematuro.
También son factores que predisponen a un parto prematuro las gestaciones
multiples (el 54% de las gestaciones gemelares son prematuros), factores
psicologicos (ansiedad y depresion durante el embarazo), complicaciones
maternas (hipertension gestacional o DG) o complicaciones placentarias
(placenta previa o sangrados vaginales). Por otro lado, los neonatos
prematuros presentan una mayor prevalencia de complicaciones neonatales
como ictericia, hipoglicemia, displasia broncopulmonar, hemorragia
intracraneal, retinopatia o enterocolitis necrotizante (Basso and Wilcox, 2010).
Ademas, existe evidencia de que los bebés prematuros, que presentan bajo
peso al nacer, también tienen un mayor riesgo de enfermedad cardiometabdlica

en la edad adulta (Bayman et al., 2014).

2.4.2 Restriccidon del crecimiento intrauterino

La restriccion del crecimiento intrauterino (IUGR), se ha definido como la tasa
de crecimiento fetal que esta por debajo de lo normal, tomando en cuenta el
potencial de crecimiento especifico segun la raza y el sexo del feto (Brodsky
and Christou, 2004; Cohen et al., 2016; Rizzo and Arduini., 2016). También se
ha descrito como una reduccién en el patrén de crecimiento fetal esperado y
suele resultar en multiples efectos adversos en el feto (Sharma et al., 2016). En
un neonato normal, un peso al nacer de entre 2500-4000gr (Jin, 2015) y esta
entre el percentil 10 y el 90 segun la edad gestacional, el género y la raza. Se
considera IUGR un neonato por debajo del percentil 10 (Faraci et al., 2011). El

IUGR afecta aproximadamente al 3-10% de todos los recién nacidos, llegando
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a ser incluso seis veces mayor en paises en vias de desarrollo o

subdesarrollados (Sharma et al., 2016).

Después de la prematuridad, IUGR es la segunda causa de muerte perinatal. El
IUGR también aumenta el riesgo de asfixia intraparto, parto prematuro y
riesgos asociados incluyendo el sindrome de dificultad respiratoria, la
hemorragia intraventricular y la enterocolitis necrotizante (Pallotto and Kilbride,
2006; von Beckerath et al., 2013). Los efectos del IUGR a menudo también
afectan la vida infantil y adulta. Durante la infancia, existe un mayor riesgo de
paralisis cerebral, baja estatura y deterioro del neurodesarrollo (Pallotto and
Kilbride, 2006; von Beckerath et al., 2013). El IUGR también se asocia a
programacion fetal, habiéndose demostrado que las personas que habian
tenido IUGR, presentaban una mayor incidencia de HTA, diabetes, obesidad,
enfermedad arterial coronaria, accidente cerebrovascular y sindrome
metabolico (Barker, 2006). En los paises en vias de desarrollo, la principal
causa de IUGR es la malnutricion mientras que en los paises desarrollados la
principal causa es la insuficiencia placentaria (Marsal, 2002). Se han descrito
diversas causas del desarrollo de IUGR; estas pueden ser maternas,

placentarias y/o fetales y se resumen en la Figura 2.

Figura 2. Causas de restriccion del crecimiento intrauterino

Causas de IUGR
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IUGR, restriccion del crecimiento intrauterino.
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3. Nutricién en el embarazo

Esta bien establecido que el entorno de la vida uterina influye en el desarrollo
fetal y la salud posterior en la edad adulta y que la nutricibn materna es un

importante estimulo ambiental de programacion.

Para el asesoramiento nutricional durante la gestacion se recomienda un
enfoque individualizado que considere la accesibilidad de la mujer a los
alimentos, su estado socioecondémico, la raza y la etnia, las elecciones
culturales de alimentos y el indice de masa corporal. Ademéas, muchas de las
recomendaciones nutricionales conocidas estan orientadas a embarazos sin

complicaciones, por lo que es necesario realizar ajustes cuando éstas surjan.

3.1. Requerimientos nutricionales en el embarazo

Durante el embarazo, la ingesta calorica debe aumentar en aproximadamente
300 kcal/dia. Este valor se deriva de una estimacion de 80,000 kcal necesarias
para lograr un embarazo a término y no solo explica el aumento del
metabolismo materno y fetal, sino también el crecimiento fetal y placentario.
Los requisitos de energia varian significativamente segun la edad, el IMC y el

nivel de actividad de la mujer.

Las recomendaciones para la ingesta diaria de micronutrientes en una mujer
embarazada estan determinadas por los "aportes dietéticos recomendados"” o
datos de RDA. La Tabla 1 muestra las recomendaciones para la mayoria de las

vitaminas y minerales durante el embarazo.

Tabla 1. Recomendaciones para la ingesta de micronutrientes

Micronutrientes No E Micronutrientes

Vitamina A (ug/d) 700 770 | Vitamina B6 (mg/d) 13 1.9
Vitamina D (ug/d) 5 15 Vitamina B12 (ug/d) 2.4 2.6
Vitamina E (mg/d) 15 15 Vitamina C (mg/d) 75 85
Vitamina K (ug/d) 90 90 Calcio (mg/d) 1,000 1,000
Folato (ug/d) 400 600 Hierro (mg/d) 18 27
Niacina (mg/d) 14 18 Fosforo (mg/d) 700 700
Riboflavina (mg/d) 1.1 14 Selenio (pg/d) 55 60
Tiamina (mg/d) 1.1 1.4 Zinc (mg/d) 8 11

Recomendaciones diarias para una embarazada mayor de 18 afios. Tabla modificada de
Kominiarek y Rajan, 2016. E, Embarazadas
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Respecto a las recomendaciones de macronutrientes, no hay modificaciones
sustanciales de los carbohidratos, ya que la proporcion debe estar entre 45-
64% de las calorias totales similar a la de una mujer no gestante. Respecto de
la fibra, las recomendaciones sugieren una ingesta diaria de 25-35 gr. Sin
embargo, se recomienda aumentar la ingesta de proteinas durante el
embarazo, especialmente durante el segundo y tercer trimestres (Trumbo et al.,
2002). La ingesta proteica pasa de 0.8 g/kg/dia a 1.1 g/kg/dia (WHO, FAO,
UNU, 2007; Trumbo et al.,, 2002). Por otro lado, la ingesta de grasa debe
comprender 20-35% de las calorias diarias, similar a las mujeres no
embarazadas. Sin embargo, en el embarazo, para un buen desarrollo fetal, la
calidad de la grasa es mas importante que su cantidad, por esta razon es
necesario mejorar la proporcion relativa de las grasas poliinsaturadas
(Marangoni el al., 2016).

3.2 Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga

Durante el embarazo son de vital importancia los acidos grasos poliinsaturados
de cadena larga (LCPUFA, long chain polyunsaturated fatty acids). Estos
acidos grasos contienen 18-20 carbonos o mas, y pueden clasificarse en dos
familias principales: w6 (n-6) y w3 (n-3), dependiendo de la posicién del primer
doble enlace del extremo metilo del &cido graso (Venegas-Calerén et al., 2010).
Los principales LCPUFA w3 son el acido a-linolénico (ALA) (18:3w3), el &cido
docosahexaenoico (DHA) (22:6w3) y el &cido eicosapentaenoico (EPA)
(20:5w3), mientras que los w6 LCPUFA incluyen el acido linoleico (LA)
(18:2w6) y el acido araquidénico (ARA) (20:4w6).

3.2.1 Sintesis de LCPUFA w3 y w6

En el ser humano el LA y ALA son &acidos grasos esenciales ya que el
organismo no puede sintetizarlos, por lo que se consideran esenciales y es
necesario ingerirlos en la dieta. Ademas, no se pueden sintetizar uno a partir
del otro. La fuente de los LCPUFA w6 son fundamentalmente los alimentos de
origen vegetal y la fuente de los w3 son fundamentalmente el pescado azul y

algunos alimentos de origen vegetal (semillas).
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El LA da origen al ARA, y el ALA da origen al EPA y al DHA. ElI EPA 'y el ARA
usan la misma via metabdlica, compitiendo entre ellos por las mismas enzimas

en la formacién de sus productos derivados (Figura 3).

Figura 3. Esquema de la sintesis de los LCPUFA

Acidos grasos w3 Acidos grasos w6

a-Linolénico 1 i Linoleico
L 18:3w3 ) L 18:3w6 )
| S A6 desaturasa ----——_____ > |
Esteariddnico y-Linolenico
L 18:3w3 ) 9 18:3w3 )
[€-------m--- =10 [ - L R e > |
Eicosatetraenoico dihomo-y-linolénico
L 20:4w3 ) L 20:3w6 )
| SR — A5 desaturasa ----------- > |
[ Eicosapentaenoico | ([ Araquidénico
EPA 20:5w3 ) I ARA 20:4w6
| oscecscuaneu: gloRgasa «weessusssesan > |
i Docosapentaenoico j [ Docosatetraenoico |
L 22:5w3 ) [ 22:4w6 )
i R S A desaturasa ----————--- > i
[ Docosahexaenoico | [ Docosapentaenoico i
L DHA 22:6w3 ) [ 22:5w3

3.2.2 Funciones de los LCPUFA

ARA y DHA son componentes importantes de los fosfolipidos de la membrana
celular (Jump, 2002). ElI ARA se distribuye ampliamente en los fosfolipidos de
todas las membranas celulares, mientras que el DHA esta en alta
concentracién en los fosfolipidos de la membrana de las células del sistema
nervioso central. Ambos tienen un papel importante en el mantenimiento de la
fluidez, permeabilidad y conformacion de la membrana celular y, de esta
manera, determinan funciones importantes de la misma. Ademas, sirven como
precursores de moléculas de sefalizacion (por ejemplo, eicosanoides y
docosanoides) y actian como mediadores intracelulares de la expresion génica
(Duttaroy, 2000; Lauritzen et al., 2015). Hay que destacar que los w6 y w3 son
metabolicamente distintos y ejercen algunas acciones opuestas en la respuesta
inflamatoria. En concreto, los eicosanoides y leucotrienos, que derivan del ARA

tienen accion protrombdética y proinflamatoria, mientras los sintetizados a partir
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del EPA tienen accién vasodilatadora y antinflamatoria (Calder, 2009). Por ello,
la proporcién de w6 y w3 en la dieta puede modular la respuesta inflamatoria,
siendo importante un balance dietético de la proporcion de acidos grasos w6 y
w3 (Gow and Hibbeln, 2014).

El cambio a través de los afios a la dieta occidental ha causado un cambio
drastico en la proporcién de acidos grasos w6 y w3 siendo aproximadamente
de 20:1 en algunas poblaciones (Russo, 2009; Gomez Candela et al., 2011).

Este desequilibrio de LCPUFA w6:w3 puede influir en el crecimiento fetal.

3.2.3 Transferencia de LCPUFA a través de la placenta

Durante el embarazo, los tejidos maternos, fetales y de la placenta requieren
niveles mas altos de estos acidos grasos. Sobre todo, en el dltimo trimestre los
requerimientos fetales de ARA y DHA son especialmente altos debido a la
rapida sintesis de tejido cerebral. Como la eficiencia de conversion de ARA,
DHA y EPA a partir de sus precursores es muy baja en el feto, la captacidon
directa desde la madre es muy importante para un desarrollo y crecimiento fetal
adecuado (Innis, 2005). El tejido placentario desempefia un papel clave en el
transporte preferencial de LCPUFA al feto que resulta en el enriquecimiento
selectivo en la circulacién fetal conocido como "biomagnificacion" (Gil-Sanchez
et al., 2012). Aunque estos acidos grasos pueden difundir, su transporte hacia
el feto durante la gestacion se consigue por la accion de varias proteinas de
transporte placentario tales como la translocasa de &cidos grasos, la proteina
de union a acidos grasos de la membrana plasmatica y la proteina de

transporte de acidos grasos (Duttaroy, 2004; Gil-Sanchez et al., 2012).

La disminucion en la biodisponibilidad o el transporte de LCPUFA,
particularmente el ARA y el DHA, esta relacionado con alteraciones en el
crecimiento fetal. Por ejemplo, el IUGR esta vinculado con cambios en el ratio
materno-fetal de LCPUFA que impiden un inadecuado aporte al feto en
desarrollo, lo que sugiere un papel importante de estos nutrientes en la
patogénesis de IUGR (Cetin et al., 2002). En los embarazos con IUGR, la
proporcion de los niveles plasmaticos fetales ARA y DHA y sus precursores LA
y ALA, es significativamente menor en relacion con el plasma materno (Cetin et

al., 2002). Las diferencias observadas en el ratio feto-materno de acidos grasos

46



INTRODUCCION

en embarazos con IUGR podria ser el resultado de un suministro

transplacentario inadecuado.

Hasta la fecha, gran parte del interés en la suplementacién con acidos grasos y
el desarrollo fetal ha sido enfocado en acidos grasos w3, particularmente DHA
probablemente asociado al desequilibrio en la dieta que presenta deficiencia de
este LCPUFA (Makrides et al., 2011). Sin embargo, es extremadamente
importante considerar otros acidos grasos como los w6 (ARA) en la dieta

materna (Innis, 2005).

Por lo tanto, antes de planificar cualquier suplementacion de LCPUFA durante
el embarazo, es importante considerar lo siguiente: a) los efectos individuales
de los acidos grasos w3 y w6, y b) el equilibrio entre los acidos grasos w3 y w6

en la dieta materna (Mennitti, 2015).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Justificacion. El bajo peso al nacer es un marcador de un inadecuado
desarrollo fetal. Entre otras causas, esta relacionado con dietas pobres o
desequilibradas durante la gestacion que pueden dar lugar a un insuficiente
aporte de nutrientes al feto. Un bajo peso al nacer esta asociado, no so6lo con
mayor morbimortalidad perinatal, sino que también es un factor de riesgo de
enfermedad cardiometabdlica en la edad adulta. La incidencia de bajo peso al
nacer esta en aumento, tanto en paises desarrollados como subdesarrollados,

lo que supone un problema de importancia clinica global.

En esta tesis nos centraremos en analizar como modificaciones en la nutricion
durante el periodo gestacional (restriccion nutricional global o suplementacion
con ARA+DHA), afectan al crecimiento fetal y la implicacién de la placenta en
estos procesos. El conocimiento generado sobre la relacion entre la nutricién
materna y el bajo peso al nacer, es relevante para poder prevenir el desarrollo

de enfermedades cardiometabodlicas en la edad adulta.

Hipotesis. Alteraciones del estado nutricional durante la gestacion interfieren
con el crecimiento fetal mediado por un estado pro-oxidativo de la placenta.

Objetivo general. Evaluar la influencia de una reduccion de la ingesta y de la
suplementacién con ARA+DHA durante la gestacion sobre el desarrollo fetal,

analizando el papel de la placenta y el sexo.

Objetivo I. Evaluar los efectos de una restriccion del 50% de la ingesta durante
la segunda mitad de la gestacidén sobre la rata gestante, la placenta y el feto,

analizando:

1. Enla madre
e Cambios en el peso y metabolismo (disponibilidad de
macronutrientes)
e Niveles plasmaticos de corticosterona
e Estado oxidativo plasmatico, evaluando antioxidantes vy

biomarcadores de dafo oxidativo
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2. En la placenta

Cambios en el peso y metabolismo (disponibilidad de
macronutrientes)

Estado oxidativo, evaluando la expresion de las principales enzimas
implicadas y biomarcadores de dafio oxidativo

Niveles de factor de crecimiento placentario

Papel del sexo en las alteraciones encontradas

3. Enelfeto

Parametros de crecimiento (peso, longitud)

Peso de drganos relacionados con la regulacion cardiovascular
(corazon, rifidn)

Niveles plasmaticos de corticosterona

Papel del sexo en las alteraciones encontradas

Objetivo Il. Evaluar la influencia de la suplementaciéon con ARA+DHA durante

la gestacion sobre la rata gestante, la placenta y el feto, analizando:

1. Enla madre

Cambios en el peso y metabolismo (disponibilidad de
macronutrientes)

Niveles plasmaéticos de corticosterona

Estado oxidativo plasmatico, evaluando antioxidantes vy
biomarcadores de dafio oxidativo

2. Enla placenta

Cambios en el peso y metabolismo (disponibilidad de
macronutrientes)
Biomarcadores de dafio oxidativo

Papel del sexo en las alteraciones encontradas

3. Enelfeto

Pardmetros de crecimiento (peso, longitud)

Peso de o¢rganos relacionados con la regulacion cardiovascular
(corazon, rifion)

Niveles plasmaticos de corticosterona

Papel del sexo en las alteraciones encontradas
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1. Modelos experimentales

Los experimentos se realizaron en ratas Sprague-Dawley de la colonia
mantenida en las instalaciones del animalario de la Universidad Autbnoma de
Madrid (ES-28079-0000097). Todos los procedimientos experimentales fueron
llevados a cabo bajo supervision del Gabinete Veterinario de la Universidad
Auténoma de Madrid y fueron aprobados por el Comité de Etica en
Experimentacion Animal de la Universidad Autbnoma de Madrid, de acuerdo
con la Guia de Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (National Institutes
of Health publication no. 85-23, revised in 1996), la Legislacién Espafiola (RD
1201/2005) y de la Directiva 2010/63/UE relativa a la proteccion de animales

utilizados para fines cientificos.

Los animales fueron alojados en cubetas de Makrolon tipo lll, con las siguientes
dimensiones: 36.5 cm de largo, 21.5 cm de ancho y 18.5 cm de alto. Las
cubetas se situaron en habitaciones con temperatura regulada (19-23°C),

humedad relativa controlada (35-45%) y fotoperiodo 12h luz/12h oscuridad.

En esta Tesis se han llevado a cabo dos modelos experimentales, utilizando
diferentes intervenciones nutricionales en la rata gestante, que se describen a
continuacion. En el primer modelo se indujo una desnutricibn durante la
gestacion, y en el segundo se administré una dieta experimental suplementada
con una combinacién de LCPUFA (ARA+DHA).

El método utilizado para conocer el dia de cubricion fue colocar a la pareja en
una cubeta con fondo de rejilla sobre papel de filtro. La mafiana siguiente al dia
de la copula, se pudo observar la presencia de tapon vaginal mucoso en el
suelo de la cubeta. En ese momento, se separ6 a la hembra del macho y se
consider6 como dia 1 de la gestacion (G1), asignandose la rata a uno de los

grupos control o experimental.

Modelo de desnutricion (Maternal undernutrition, MUN). Este modelo
experimental ha sido ampliamente utilizado en nuestro laboratorio, habiendo
sido demostrado previamente que este modelo programa el desarrollo de HTA

en la edad adulta, Unicamente en los descendientes macho.
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Una vez determinado el dia G1, las ratas se asignaron al grupo control o al
grupo MUN. Todas las ratas gestantes tuvieron dieta ad libitum durante la
primera mitad de la gestacion (dias 1-10). En el grupo control, las ratas
mantuvieron su dieta ad libitum, el resto de la gestacion y en el grupo MUN, la
cantidad de pienso se redujo al 50% durante la segunda mitad (dias 11 hasta el
20). Para calcular la cantidad de pienso que debiamos administrar al grupo
MUN, se llevaron a cabo experimentos preliminares para evaluar la ingesta
normal de una rata gestante, determindndose que dicha ingesta era de un
maximo de 24 g de pienso diarios. La dieta que se administr6 durante todo el
periodo gestacional fue el pienso de cria para rata y ratbn EURodent 22% 5LF5
de LabDiet, cuya composicion es de 55% carbohidratos, 22% proteina, 4.4%
lipidos, 4.1% fibra y 5.4% minerales. El agua de bebida fue suministrada ad

libitum en ambos grupos.

Modelo de suplementacién con dieta experimental (Experimental diet,
ED). El segundo modelo experimental, consistié en dar a las ratas, durante
toda la gestacion, una dieta suplementada con &cidos grasos ARA+DHA, (ED).
Las ratas asignadas al grupo control recibieron dieta EURodent 22% 5LF5 de
LabDiet. En ambos casos la dieta y el agua se administré ad libitum durante

toda la gestacion.

La dieta experimental fue preparada especificamente para este estudio por
TestDiet® Company (USA), basada en la composicién de la dieta EuroRodent
22% 5LF5. La modificacion consistio en reemplazar el aceite de soja (que es la
fuente de lipidos de este pienso) por el compuesto Formulaid™ (2:1) (DSM
Nutritional Products, Suiza), de manera que la dieta se mantuviera isocalérica.
Formulaid™ (2:1) es un aceite vegetal, utilizado en productos de
suplementacién infantil, procedente de hongos y microalgas en forma de
triglicéridos, conteniendo 2 partes de acido araquidonico (ARA, 20:4w6) y 1
parte de acido docosahexaenoico (DHA, 22:6w3); este aceite también contiene
ascorbil palmitato (250 ppm) y tocoferoles (250-500 ppm) como antioxidantes.

Las dietas control y ED fueron isocaldricas y sin diferencias en el contenido de
proteinas, carbohidratos, lipidos, fibra o minerales. El contenido de ARA, DHA y

sus precursores en las dietas fue, analizado mediante cromatografia de gases
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y espectrofotometria de masas (GS/MS) por el método de Carnielli et al., 1996
(Tabla 2).

Tabla 2. Contenido de acidos grasos en las dietas y en el compuesto

Formulaid™
Acidos grasos Formulaid™ ED CD
Laurico (12:0) 25 1.3 -
Miristico (14:0) 6.2 3.1 0.1
Palmitico (16:0) 11.7 14.2 16.3
Palmitoleico (16:1w7) 0.9 0.5 0.2
Esteérico (18:0) 5.9 4.5 2.7
Oléico (18:1w9) 24.0 20.8 20.4
Linoleico (18:2w6) 5.4 27.5 53.5
Linolénico (18:3w6) 1.9 1.0 -
a-linolénico (18:3w3) 1.0 3.0 4.6
Araquidico (20:0) 0.5 0.4 0.3
Gadoleico (20:1w9) 0.2 0.2 0.3
Eicosadienoico (20:2w6) 0.4 0.2 -
Eicosatrienoico (20:3w6) 1.8 0.9 -
Araquidénico (20:4w6) 26.1 135 -
Eicosapentaenoico (20:5w3) 0.3 0.1 -
Behenico (22:0) 0.9 0.5 -
Docosahexaenoico (22:6w3) 10.3 6.3 -
Lignocérico (24:0) 0.6 0.4 -

Composicion de acidos grasos por determinados mediante espectrofotometria de masas. Los
datos se expresan como porcentaje del total de acidos grasos. ED, dieta experimental, CD
dieta control.

Se realiz6 un célculo de la cantidad diaria aproximada de ARA y DHA ingerida
por la rata ED. Para ello se tuvo en cuenta que la dieta contiene 4.4% de
lipidos, la proporcién relativa de ARA y DHA (Tabla 2) y la ingesta diaria de
aproximadamente 24 gr de pienso al dia. Con estos parametros se calculé que
las ratas ingieren 141.75 mg/dia de ARA y 66.15 mg/dia de DHA.
Considerando que las ratas tienen un peso aproximado de 350 gr, se estimo
gue la ingesta kd/dia esta en 405 mg/kg/dia para ARA y de 189 mg/kg/dia de
DHA.

En la figura 4 se muestra un esquema de los dos modelos experimentales

utilizados en esta tesis.
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Figura 4. Modelos experimentales utilizados en el estudio
A)
1 1

1
[ Dieta ad libitum
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m[ Dieta ad libitum Re on de la ingesta a 50%
=3 | o2 | o ]

Experimentos

B)

]
[ Dieta ad libitum
. C = = d

Experimentos

A) modelo de desnutricion gestacional y B) modelo de suplementacién con dieta experimental.
MUN, maternal undernutrition; CD, dieta control; ED, dieta experimental. G1, G11, G20, G21,
dias 1, 11, 20 y 21 de la gestacion, respectivamente.

2. Disefio experimental

Se empled el mismo disefio para ambos modelos experimentales. En el dia 20
de gestacion (G20), las ratas fueron anestesiadas mediante inhalacion de CO».
Posteriormente se obtuvo una muestra de sangre materna (6ml; en tubos

eppendorf que contenian heparina sodica al 1%) mediante puncion cardiaca.

Tras el sacrificio de los animales por desangrado, se extrajeron los fetos. Para
ello, se coloc6 a la rata en posicion de decubito supino, se rasuré el vientre
desde la apofisis xifoides hasta la region genital. Posteriormente se realizdé una
laparotomia media con exteriorizacién del Gtero para actuar directamente sobre
el mismo, realizadndose histerectomia. Comenzando por el cuerno derecho, las
unidades feto-placentarias fueron extraidas una a una, separandose primero la
placenta para ser pesada y congelada rapidamente (-80°C) y después cada
feto, que fue sexado, pesado y medida su longitud. Posteriormente, los fetos se
sacrificaron mediante decapitacion, se recolecté sangre en tubos eppendorf
con heparina y se prosiguio a la diseccion del corazon vy rifidn, los cuales fueron

pesados.

Para sexar los fetos, se observé la zona perianal, y se evalué la distancia entre
la papila genital y la apertura anal, esta distancia es mayor en machos que en

hembras (Figura 5).
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Figura 5. Determinacion del sexo de los fetos

A) Fotografia de un feto con su placenta y cordon umbilical y B) Fotografias que muestran las
diferencias entre machos y hembras que permiten el sexado. La linea negra muestra la
distancia entre la papila genital y la apertura anal.

En los tejidos maternos, placentarios y fetales obtenidos se realizaron los
distintos protocolos experimentales que se explican en el apartado siguiente

para obtener las variables a analizar (Tabla 3).

Tabla 3. Determinaciones maternas, fetales y en placenta a dia G20

o * Peso *+ Peso * Peso
Antropometricas .
* Longitud

* Glucemia * Proteinas
Matabolicas * Proteinas  LCPUFA
+ LCPUFA
» Corticosterona » Corticosterona
« SOD .« p22Phox
» Catalasa NADPH
« GSH « Xantina
* Tioles oxidasa
Estado . MDA+I—!NE * Cu/Zn-SOD
oxidativo » Carbonilos « Mn-SOD
* Ec-SOD
» Catalasa
« MDA+HNE
» Carbonilos
- PGF

LCPUFA, acidos grasos poliinsaturados de cadena larga; SOD, superoxido dismutasa; GSH,
glutation reducido; MDA, malondialdehido; HNE 4-hydroxy-2-nonenal; PGF, factor de
crecimiento placentario.
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3. Métodos experimentales

3.1 Medidas corporales

El dia G20, el peso de las ratas gestantes se determiné previo al sacrificio en
una béascula (Denver Instrument SI-8801). En los fetos, se midid el peso
corporal asi como los pesos de corazon vy rifion (Balanza analitica PCE-AB
Clase ). Los pesos de los 6rganos fetales se relativizaron al peso corporal fetal.
La longitud corporal de los fetos se realiz6 midiendo desde la cabeza a la cola,
colocandolos sobre un papel de filtro, con un calibre digital (Conecta Nessler
Spain).

3.2 Procesamiento de muestras de sangre

De la sangre materna obtenida, se utiliz6 una gota para medir la glucemia
mediante un glucémetro (Accu-check Aviva, Roche) a las 14:00 p.m. El resto
de sangre materna se colocé en tubos eppendorf que contenian heparina y se
centrifugd a 10.000 rpm, 4°C durante 10 minutos. El plasma obtenido se
alicuoté y se congel6 a -80°C, hasta su posterior utilizacion. Debido al poco
volumen de sangre que se pudo obtener de los fetos por decapitacion, se
realiz6 un pool de sangre de varios fetos hembra y varios fetos macho de cada
camada. La obtencion de plasma se realiz6 de la misma forma que en la rata

madre.

3.3 Procesamiento de tejido placentario

El tejido placentario (previamente congelado), se homogeniz6 de manera
diferente en funcién de las determinaciones que se fueran a realizar (proteinas
y dafo oxidativo, Western Blot o LCPUFA).

Para la determinacion de proteinas y dafio oxidativo, el tejido congelado se
homogenizo con un poltrén, utilizando 200mg de tejido, en tampon Tris 20mM
(Tris ImM: 6,05¢g de trizma en 30 ml de agua Milli-Q Plus, pH 7.4; Tris 20mM: 2
ml de tris 1M en 98 ml de agua Milli-Q Plus). Una vez homogenado, se
centrifugo a 10.000 rpm, 4°C durante 10 minutos y se extrajo el sobrenadante,
el cual fue alicuotado y congelado la posterior medida de proteinas y del dafio

oxidativo.
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3.4 Determinacion de proteinas en plasmay placenta

El contenido de proteinas de las muestras de plasma y placenta se midio
empleando el método de Bradford adaptado a un lector de placas. De acuerdo
al protocolo descrito por el fabricante, se hizo reaccionar 10 pL de muestra
diluida con 200 pL del reactivo de Bradford (colorante de azul Coomassie, Bio-
Rad, Espafa) diluido 1:4 y después de 5 minutos se midio la absorbancia a 595
nm en un lector de placas (Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader, Biotek,
VT, USA). La concentracion de proteina (ug/pL) se estimé a partir de una recta
de calibrado con albumina de suero de bovino, en el rango de 0.0- 0.5 pg/pL.

3.5. Niveles plasmaticos de corticosterona

Para la cuantificacion de corticosterona se siguieron las indicaciones del
fabricante (Corticosterone rat/mouse ELISA kit; DV9922, Demeditec). El
principio de este kit consiste en un ensayo en fase solida de inmunoadsorcion
unido a enzimas, basado en el principio de union competitiva. Brevemente, la
cantidad, desconocida, de corticosterona presente en la muestra compite con
una cantidad conocida de corticosterona conjugada con peroxidasa de rabano,
por los sitios de unién del anticuerpo de la corticosterona presente en los

pocillos de una microplaca.

Protocolo experimental

Se cargaron 10 pl de cada punto de la recta estandar (15, 50, 185, 640 y 2250
ng/ml) y de plasma en una placa de 96 pocillos, posteriormente se afiadieron
100 pl de buffer de incubacion a y 50 ul de enzima conjugada a cada uno de
los pocillos y se incub6 durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitacion.
En seguida se lavaron los pocillos 4 veces con wash solution. Se afadieron
200 pl de substrat solution y se incubd la placa durante 30 minutos en
obscuridad. Por dltimo, se afiadieron 50 pl de stop solution a cada pocillo y se
determiné la absorbancia a 450 nm en un lector de placas (Synergy™ HT,
BioTek, UK) (Figura 6).
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Figura 6. Protocolo experimental de corticosterona

+ 10pl plasma [ncubacién e e s s,
< | J=+ 100yl buffer de incubacion  2hr ! Lavado !
® +50pl enzima conjugada = ! x4 i

.........

- = Incubacion f —
» i

30min_ +50u f

stop solution |

T+ = = -
Recta estandar corticosterona \ﬁ_' Absorbancia
(rango 0-2250 ng/ml) + 200yl substrat solution (A= 450nm)

Céalculos

La concentracion de la hormona en la muestra es inversamente proporcional a
la densidad 6ptica medida. Para el calculo de resultados se utilizaron los
valores de absorbancia de cada muestra y se determiné la concentracion de

cada una de ellas a partir de la curva estandar.
3.6 Medida de pardmetros de estrés oxidativo

3.6.1 Actividad superoxido dismutasa (SOD)

Para su analisis, se siguieron las instrucciones del fabricante (SOD Activity
Assay kit; KB-03-011, BQCKkit). Este kit utiliza una sal tetrazolio (WST-1) para la
deteccién de radicales superoxido generados por la xantina oxidasa y la
hipoxantina. Una unidad de SOD es definida como la cantidad de enzima
necesaria para exhibir la dismutacion del 50% de radical superoxido.

Protocolo experimental

Para medir la SOD con este kit, se utilizan tres blancos (blanco A, By C) y a
cada uno se le afaden soluciones diferentes, de la siguiente manera. En una
placa de 96 pocillos, se cargan 20 ul de la curva estandar de SOD (0.001, 0.01,
0.05, 0.1 y 1U/ml), también se cargaron 20 ul de plasma en el blanco C y 20 ul
de agua Milli-Q Plus en los blancos A y B. Posteriormente se afiadieron 200 pl
de working solution a todos los pocillos y 20 ul de la enzyme solution al blanco
Ay a cada pocillo de la muestra de plasma. En seguida se incub¢ la placa a
37°C por 20 minutos y se ley6 la absorbancia a 450 nm en un lector de placas
(Synergy™ HT, BioTek, UK) (Figura 7).
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Figura 7. Protocolo experimental de SOD

/ Recta estandar SOD muestra/ \
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Célculos

Para calcular la actividad SOD de los plasmas se utilizo la ecuacion 1 obtenida
por regresion linear de la curva estandar reemplazando los valores de % de

inhibicion por cada muestra.
Ecuacion 1

Actividad SOD (% Inhibicion)

[(ABSblanco AT ABSblanco B) - (ABSmuestra/esténdar - ABSblanco C)]
(ABSblancoA - ABSblanco B) *100

ABS, absorbancia.

3.6.2 Actividad catalasa

La actividad de la catalasa se cuantific6 empleando el método fluorimétrico
basado en la oxidacion de la sonda Amplex Red producida por el H,O, en
presencia de HRP. La catalasa cataliza la descomposicién del H,O, en H,O vy,
por tanto, es capaz de inhibir la oxidacién de la sonda, siendo la fluorescencia
gue se detecta inversamente proporcional a la actividad de la catalasa presente

en la muestra.

Protocolo experimental

Preparamos el tampon de reaccion (Tris Base 1X, pH = 7.5 disuelto en agua
Milli-Q Plus). Posteriormente en una placa de 96 pocillos, se cargaron 25 ul de
plasma diluido en tampon de reaccion (1:50, v/v) y 25 ul de tampon de reaccién
como blanco. Se afadieron 25 pl de H,O, (40 uM, disuelto en tampdén de
reaccion), se incubd la placa a 37°C durante 15 minutos, trascurrido este

tiempo, se agregaron 50 pl del reactivo AR-CAT (25 ul de sonda Amplex® Red
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10 mM, disuelto en Dimetilsulfoxido; 10 pul de HRP 100 U/ml, disuelto en
tampén de reaccion; 2.65 ml de tampdn de reaccién) a cada uno de los
pocillos, la placa se volvioé a incubar a 37°C durante 30 minutos. Se procedi6 a
leer la fluorescencia (Aexcitacion = 530£25 nm y Aemision = 59035 nm) en un
lector de placas (SynergyTM HT, BioTek, UK) (Figura 8).

Figura 8. Protocolo experimental de medicion de actividad catalasa

© ) N

i 25l + 25p1 Incubacion J Incubacion }A
H,0, (40uM) 15 min ) 30 min
— ————p
1ul plasma + Recta estandar catalasa T _FIqurescencia
(rango 0-5U/ml) + 50ul AR-CAT (Aexcitacién = 530£25 nm

\49 ul tampon de reaccion e s nm)/

AR-CAT, sonda Amplex® Red, peroxidasa y tampén de reaccion.

Céalculos

La actividad catalasa plasmética se expresé en U/mg de proteina total,
estimada a partir de la recta estandar de calibrado de la catalasa, cargando 25
ul de diluciones seriadas de catalasa de higado bovino 12660 U/mg en tampon
de reaccion en el rango de 0.625 a 5 U/ml. La recta estandar se obtuvo por
andlisis de regresion lineal de los datos de inhibicion de la fluorescencia
obtenida segun la ecuacion 2 frente a la concentracion de catalasa en U/mg de

proteina total.

Ecuacioén 2

FluorescenClamuestra/catalasa

Inhibicion de Fluorescencia =1 — -
Fluorescenciay ;o

Fluorescencia yjanco, fluorescencia en ausencia de catalasa.
3.6.3 Glutation reducido (GSH)

El nivel de GSH se cuantificO empleando un método espectro-fluorimétrico,
basado en la interaccion especifica entre el OPT y el GSH, que produce una

intensa sefal de fluorescencia.
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Protocolo experimental

Se preparo tampon fosfato salino (0.1 M, pH=8) con EDTA (5 mM) y HPO3 al
25 % (p/v diluido en agua Milli-Q Plus). Se mezclaron 10 ul de plasma con 12.5
pl de HPO;3; al 25% y 37 pl de tampdn fosfato salino. Posteriormente, se
incubaron las muestras durante 10 minutos en frio y se centrifugaron a 2100 g
durante 20 minutos a 4°C. Se carg0, en una placa de 96 pocillos, 1 ul del
sobrenadante y se le afadieron 9 pl de tampdn fosfato salino. Se cargd un
volumen de 10 pl de diluciones de GSH en tampdn fosfato como recta
estandar. Se afadieron a todos los pocillos 180 pl de tampdn fosfato salino y
10 pl de OPT al 0.1% (p/v diluido en metanol). Tras incubar la muestra y los
reactivos a temperatura ambiente y en obscuridad durante 15 minutos, se leyo
la fluorescencia (Aexcitacion = 360+40 NM Yy Aemisisn = 460+40 nm) en un lector de
placas (Synergy™ HT, BioTek, UK) (Figura 9).

Figura 9. Protocolo experimental de medicion de glutation reducido

P

\

Incubacion ia; Ut +op

10 min tampon fosfato
——e

Incubacion
« + 10ul OPT al 0.1% 15m|n
+ 180 pl tampon fosfato————

10l plasma + Centrifugar Recta estandar GSH 'Flu.c?refcenma
12.5ul HPO, al 25% + 2100g (rango 0-10mg/ml) (Afxcﬂaglon_—“gggigo nm
Qpl tampoén fosfato salino 20 min a 4°C emision = 400 nm)/

HPO; acido metafosférico. OPT, O-Ftaldehido.

Célculos

La cuantificacion de glutatidon total se expres6 en mg de GSH/mg de proteina
total, el cual se estimo a partir de la recta estandar de calibrado de GSH (rango
0-10 mg/ml) descrita en el protocolo experimental y del contenido de proteinas

totales de la muestra. Las unidades se expresaron en mg GSH/mg de proteina.

3.6.4 Grupos tioles

Los grupos tidlicos son capaces de reaccionar con el reactivo de Ellman (acido
5,5 -ditiobis-2-nitrobenzéico, DTNB) generando el acido 5-tio-2-nitrobenzoico
(TNB), el cual puede ser cuantificado a 412 nm en un espectrofotometro
UV/visible (Hawkins et al., 2009).
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Protocolo experimental

En una placa de 96 pocillos, se cargaron 10 pl de muestra de plasma diluida en
tampodn fosfato salino (1:2, viv; pH = 7.4) y se afiadieron 200 pl de DTNB (0.5
mM, diluido en tampon fosfato salino). Se cargaron 10 pL de disoluciones de
glutatién reducido (GSH) como curva estandar (0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mM).
En seguida se agitd la placa durante 1 minuto y posteriormente se incubd la
mezcla a temperatura ambiente durante 30 minutos en oscuridad. Se leyé la
absorbancia a 412 nm en un lector de placas (Synergy™ HT, BioTek, UK)
(Figura 10).

Figura 10. Protocolo experimental de medicién de grupos tioles

p

I 10pl + Incubacion
2001 DTNB) 30 min
e p el Z
Ro'e 50
7ul plasma + Recta estandar GHS Absorbancia
7ul tampon fosfato salino (rango 0.1-0.5mM) (A= 412nm)

4

DTNB, acido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzodico; GSH, Glutation reducido.

Célculos

La cuantificacidn de tioles se estimé a partir de una recta estandar cargando 10
ul de diluciones de GSH reducido en el rango de 0.1 a 0.5 mM. El nivel de tioles
se expresé en mM de GSH/mg de proteina total, el cual se estimé a partir de la

recta estandar de calibrado del GSH y del contenido de proteina de la muestra.

3.6.5 Peroxidacion lipidica

Para su analisis, se siguieron las instrucciones del fabricante (Lipid
Hidroperoxide Assay kit; KB-03-001, BQCKkit). En este ensayo, un indol
reacciona rapidamente con el MDA y 4HNE en medio acido, produciendo un
cromoéforo con un alto coeficiente de extincion molar con absorcion maxima a
586 nm.
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Protocolo experimental

En tubos eppendorff se afadieron 325 pl de reagent A (indol), 100 pl de
plasma/placenta o estandares y 75 ul de reagent B. Estos tubos se incubaron
durante 40 minutos a 40°C. Posteriormente se centrifugaron a 10000 rpm por 5
minutos a 21°C. Se transfirieron 200 pl del sobrenadante de cada tubo a una
placa de 96 pocillos y se midio la absorbancia a 586 nm en un lector de placas
(Synergy™ HT, BioTek, UK).

Figura 11. Protocolo experimental de LPO
& B ——
Incubacion a o rﬁ =

m. m — | | 200! -

H(
T

100yl plasma o Centrifugar Recta estandar LPO Abforbancia
estandares 5000g (rango 0-60uM) (A= 586nm)
+ 325yl reagent A 5 min

K + 75 pl reagent B j

LPO, MDA malondialdehido + HNE 4-hidroxialqueno

Célculos

La cuantificacibn de MDA+HNE se estimd a partir de la curva estandar y la

concentracion se expreso en pmol/ml.

3.6.6 Proteinas carboniladas

La cantidad de proteinas carboniladas plasmaticas y en placenta se midié de
acuerdo al método basado en la DNPH (Hawkins et al. 2009). La DNPH
reacciona con grupos carbonilos formados en las proteinas mediante procesos
oxidativos. El compuesto formado es capaz de absorber a 370 nm y ello
constituye una medida de la cantidad de carbonilos presente en la proteina de

una muestra biolégica.

Protocolo experimental

Se mezclaron 25 pl de plasma o placenta con 25 pl de DNPH (10 mM, disuelto
en HCI 2.5 M, v/v disuelto en agua Milli-Q Plus). La mezcla se incub6 a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 15 minutos. Cada 5 minutos los

tubos se agitaron en un vortex para favorecer la reaccion entre los grupos
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carbonilos y el DNPH. Las proteinas plasméticas totales se precipitaron en frio
con acido tricloroacético (20% p/v) durante 30 minutos. Mediante centrifugacion
a 2100 g durante 30 minutos a 4 °C, se obtuvieron los precipitados proteicos,
los cuales se lavaron con 200 pl de una mezcla fria de etanol absoluto/acetato
de etilo (1:1, v/v) para eliminar el exceso de DNPH y se volvieron a centrifugar
a las mismas condiciones (el paso de lavado se repiti0 dos veces). A
continuacion, los pellets se disolvieron en 75 ul de hidrocloruro de guanidina (6
M, p/v disuelto en agua Milli-Q Plus). Las muestras se incubaron durante 45
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Se cargaron 75 ul de la
muestra en una placa de 96 pocillos y se midi6 la absorbancia a 370 nm en un
lector de placas (Synergy ™ HT, BioTek, UK) (Figural2).

y : 1 Eliminar P
Incubacién Incubacion Incubacién

Figura 12. Protocolo experimental de medicion de proteinas carboniladas
in +50ul TCA i - sobrenadante 1+ ,
30 min aIuZO% 30 min : - ] , TOLI]’ : Guaﬁ?g:nam 751

— EtOH:acetato etllo: -

' )
25yl plasma + + Centrifugar ' Absorbancia
251 DNPH (10mM) a0 21_0094 N x2 (A= 370nm)
130 min a 4°

DNPH, 2,4-Dinitrofenilhidrazona; TCA, Acido Tricloroacético; EtOH, Etanol absoluto.

La concentracion de proteinas carboniladas totales (PCT) se determiné

mediante la ecuacion 3 y se expresaron en nmol/mg de proteina total.

Ecuacioén 3
ABSS70nm

PCT = (
€pnpy * b

)*106

epnpn, Coeficiente de extincion del DPNH (22000 M™*-cm™); ABS;70 nm, absorbancia a 370 nm;

b, altura del liquido en el pocillo de la placa (0.195 cm).

3.7 Estudio de la expresion de proteinas mediante Western Blot en
placenta
3.7.1 Procesamiento de las muestras de tejido placentario

El tejido placentario se homogenizd con un politron. Se utilizaron 100 mg de
tejido en 500 ml de tampodn de lisis (0,42 mM NaCl, 1 mM NasP,0;, 1mM DTT,
20mM HEPES, 20mM NaF, 1mM NazgVO,, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 20%
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glicerol, 2mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 1ul/ml leupeptina, 1pl/ml aprotinina,
y 0,5ul/ml N-a-p-tosil-I-lisina en clorometilcetona. EI homogenado se sometio a
3 choques térmicos consecutivos (congelacion en nitrogeno liquido y
descongelacién en bafio a 37°C). Posteriormente, se centrifugd durante 30 min
a 10.000 rpm a 4°C y se recogio el sobrenadante.

En los sobrenadantes obtenidos se determind la concentracion de proteinas
mediante Bradford y las muestras se conservaron a -20°C hasta la realizacion

de los experimentos.

3.7.2. Deteccion de proteinas por Western Blot

En primer lugar, se hicieron ensayos preliminares para determinar la
concentracion optima de carga de la muestra, que fue de 30 pg/uL o 50 pg/uL,
en funcion del anticuerpo utilizado. En cada experimento las muestras se
ajustaron a la concentracién éptima con reactivo Laemli (50 mM Tris, pH = 6.8),
10% glicerol, 10% SDS, 5% B-mercaptoetanol, 2mg/ml azul de bromofenol). A
continuacion las proteinas presentes en la muestra se separaron mediante
electroforesis, utilizando un sistema Mini Protean 3 (Bio-Rad, EE.UU.). Para
ello, tras hervir la muestra en un bafio a 100°C durante 5 min, ésta se cargo en
un gel de acrilamida/bisacrilamida al 10, 12 o0 15% de acrilamida en funcién del
peso molecular de la proteina a detectar. Como marcador de pesos
moleculares se utilizé Precision Plus ProteinTM, All blue standard (BIO-RAD,
Espana).

La electroforesis se realizé a 90V al principio y después se sube el voltaje a
100 V durante unos 45 min, a temperatura ambiente y en tampon de
electroforesis (0.2 M glicina; 0.025 M Tris y 0.1% SDS). A continuacion, se llevo
a cabo la transferencia de las proteinas del gel a una membrana de polifluoruro
de vinilideno (PVDF) a través de un sistema de transferencia a 25 V durante 7
min (Trans-Blot Turbo Transfer, Bio-Rad, EE.UU.).

Una vez finalizada la transferencia, las membranas se lavaron 2 veces durante
5 min y otro lavado de 10 min en agitaciéon, con una solucion de lavado (0.1 %
leche en polvo desnatada en tampon fosfato salino con 0.5% Tween 20 (PBS-
T). Seguidamente, se incubaron durante 1h en agitacion con una solucion de

bloqueo (5% leche en polvo desnatada en PBS-T), con el fin de evitar las
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uniones inespecificas. A continuacion, las membranas se lavaron de nuevo 2
veces durante 5 min y otro lavado de 10 min y se incubaron a 4°C durante 24h
con el anticuerpo primario correspondiente, preparado en una solucién
especifica (0.5% BSA, PBS-T y 0.05% azida).

Al dia siguiente, las membranas se lavaron 3 veces con PBS-T durante 5 min y
se incubaron durante 1h a temperatura ambiente, en agitacién, con el
anticuerpo secundario correspondiente marcado con peroxidasa, que se
prepardé en una solucion de leche en polvo desnatada al 1% en PBS-T. A
continuacion, se lavaron de nuevo 3 veces durante 5 min para eliminar los

restos de anticuerpo secundario.

Por daltimo, se llevd a cabo la deteccidbn de las distintas proteinas por
quimioluminiscencia, incubando la membrana con el kit de deteccion (ECL
Prime, Amersham Bioscence, Reino Unido) durante 1-5 min y posterior
exposicién en un sistema de deteccion y adquisicion de imagen ChemiDoc
XRS (Bio-Rad, EE.UU.).

Sobre las mismas membranas se analizo la expresion de Actina, que se utilizé
como control de carga. La cuantificacion de las bandas obtenidas se realiz

mediante el programa informatico Image Lab 3.0 (Bio-Rad, EE.UU.).

Determinacion de la expresion de las proteinas productoras de anion
superoxido: NADPH oxidasa y xantina oxidasa (XO). Para el andlisis de la
subunidad p22phox de la NADPH oxidasa (22 KDa) se utilizaron geles de
acrilamida al 15 % [H20 (2.4ml), 1.5M Tris-HCI pH=8,8 (2.5ml), 20% SDS
(50ul); acrilamida/bisacrilamida al 30% (5ml), 10% amonio persulfato (50ul),
TEMED (5 ul)]. Como anticuerpo primario se utilizé un anticuerpo policlonal de
conejo contra la subunidad p22phox (1:500, Santa Cruz Biotechnology,
Alemania). Como anticuerpo secundario (Ig G) se utiliz6 un anticuerpo anti-
conejo marcado con peroxidasa (1:5000, Amersham Bioscience, Reino Unido).
En la misma membrana se determino la expresion de actina como control de
carga. Para la determinacion de la XO (150 KDa) se utilizé un gel de acrilamida
al 12%. Las membranas se incubaron con un anticuerpo primario policlonal de

conejo contra la proteina xantina oxidasa (1:1000, Santa Cruz Biotechnology,
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Alemania). Como anticuerpo secundario se utilizé un anti-conejo (1:5000,

Amersham Bioscience, Reino Unido).

La cuantificacion se llevé a cabo estableciéndose la relacion entre la proteina a
estudiar y el control de carga (Actina). Los resultados se expresaron como
porcentaje con respecto al grupo control.

Determinacion de la expresion de enzimas antioxidantes: Cu/Zn SOD (20-
30 KDa), Mn-SOD(25 KDa), Ec-SOD (30-35 KDa) y catalasa (60 KDa). La
expresion de estas enzimas se determiné utilizando geles de acrilamida al
15%. Como anticuerpos primarios se utilizaron un anticuerpo monoclonal de
ratobn contra la proteina Cu/Zn-SOD (1:1000, Santa Cruz Biotechnology,
Alemania), un anticuerpo primario monoclonal de ratén contra la proteina Mn-
SOD (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Alemania), un anticuerpo primario
policlonal de conejo contra la proteina EC-SOD (1:1000, Enzo Life Scienes,
EE.UU) y un anticuerpo primario monoclonal de raton contra la proteina
catalasa (1:2000, Sigma Aldrich, EE.UU). Como anticuerpos secundarios (IgG)
anti-conejo  (1:5000, Sigma-Aldrich), o anti-ratbn (1:5000, Amersham
Bioscience, Reino Unido), dependiendo del anticuerpo primario, marcados con

peroxidasa.

La cuantificacion se llevé a cabo estableciéndose la relacion entre la proteina a
estudiar y el control de carga (actina). Los resultados se expresaron como
porcentaje con respecto al grupo control.

3.8 Medicion de LCPUFA en plasma y placenta

3.8.1 Procesamiento de las muestras de tejido placentario

Para homogenizar la placenta, se disolvié una pastilla de cOmplete™ cocktel
inhibidor de proteasas (Roche) en 10 ml de solucion fisiologica al 0.9%. Se
pesaron 200 mg de tejido y se homogenizaron en 2 ml de solucion fisiologica
con el inhibidor de proteasas. Posteriormente el homogenado se sonic6 3
veces a velocidad maxima durante 10 segundos, 7, seguidamente, se
centrifugo a 13.000rpm durante 10 minutos a 4°C. Se tomo el sobrenadante y

se congeld a -80°C para su posterior uso.
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3.8.2 Extraccién de lipidos del plasmay de la placenta

La extraccion de los lipidos del plasma se realizO mediante el método
modificado de Folch (Folch et al., 1957). Todos los reactivos usados fueron
obtenidos de Merck (Darmstadt, Alemania). En tubos de ensayo pyrex®, se
afadieron 200 ul de plasmaltejido y se adicionaron los estandares: 20 ul de C9-
C17 FFA (Img/ml en cloroformo) para acidos grasos libres en plasma vy tejido;
20 ul de C9-C15 PL (1ml/ml en cloroformo) para fosfolipidos y 20 ul de C9-C15
TG (Img/1ml en cloroformo) para triglicéridos, estos dos ultimos solo en el
plasma. Se afiadieron 3.8 ml de cloroformo/metanol (2:1, vol/vol) y se agitaron
vigorosamente durante 10 minutos con un vortex. Posteriormente a cada
probeta se le afadié 0.8 ml de solucién saturada de NaCl y se agitaron
vigorosamente otra vez por 10 minutos. Seguidamente, se centrifugaron a
3.000 rpm por 10 minutos, se extrajo la fase organica y se colocé en probetas
pyrex®. A la fase acuosa remanente en los tubos de ensayo, se le afiadieron 2
ml de cloroformo, se agitaron, centrifugaron y se extrajo el sobrenadante. Las
probetas se colocaron en un incubador de bloque seco a 37°C y se esper6 a
que el cloroformo se evaporara y solo quedaran los lipidos.

En los plasmas, los lipidos se resuspendieron en 100 pL de cloroformo y con
una jeringa Hamilton de 100 pl se depositaron en una placa de TLC (thin layer
chromatography; Merck, Darmstadt, Alemania). Las fracciones de fosfolipidos,
acidos grasos libres y triglicéridos del plasma fueron separadas usando
heptano, éter diisopropilico y acido acético (60:40:3, vol) como fase movil
(Carnielli et al., 1996). Después de la visualizacién de estos componentes del
plasma con 2',7'-diclorofluoresceina, las bandas con las fracciones lipidicas se
rasparon de la placa de TLC y se transfirieron a tubos de vidrio de 4 ml

equipados con tapas de rosca revestidas de teflon.

Tras la separacion de las fracciones lipidicas del plasma y de la placenta, el
procedimiento para la metilacion fue el mismo en ambos casos. Se afiadieron 2
ml de acido clorhidrico metandlico a cada tubo (3 ml en tejido) y se incubaron a
100°C durante 1 hora. Posteriormente se afadieron 2 ml de K,COg3 al 10% (3
ml en tejido) para neutralizar las muestras. Por ultimo se afiadieron 200 ul de
hexano a cada tubo (400 ul en tejido) y se centrifugaron a 3.000 rpm durante 10

minutos. Se extrajo el sobrenadante y se colocé en un vial para cromatografia.
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Las muestras se mantuvieron a -20°C hasta su inyeccion en el gas
cromatografo (Hewlett Packard 5890 II).
3.9 Determinacién del factor de crecimiento placentario en la placenta

Para su analisis, se utiliz6 un kit (Rat Placenta Growth Factor ELISA Kit;
abx256213, abbexa) y se siguieron las instrucciones del fabricante. Este kit es
un ELISA- sandwich.

Protocolo experimental

Se cargaron 100 pl de cada punto de la recta estandar (7.81, 15.62, 31.25,
62.5, 125, 250 y 500 pg/ml), de las muestras de placenta y del buffer de
dilucion (control cero) en la placa de 96 pocillos. Posteriormente se realizé una
incubacion a 37°C durante 90 minutos. Seguidamente, se lavé la placa dos
veces con el buffer de lavado y se afiadieron 100 pl de la solucién de biotin
conjugated antibody a todos los pocillos y se incub6 a 37°C por 60 minutos.
Después se lavo la placa 3 veces, se afadieron 100 pl de la solucién
streptavidin-HRP y se incubé a 37°C durante 30 minutos. A continuacion se
lavé la placa 5 veces, se afiadieron 90 pl del substrato TMB a cada pocillo y se
incubd la placa a 37°C por 20 minutos. Tras esta Ultima incubacion, se
afadieron 50 pl de la stop solution y se leyd la absorbancia a 450nm en un
lector de placas (Synergy ™ HT, BioTek, UK) (Figura 13).

Figura 13. Protocolo experimental de PGF

5| |—+ 10041 , | Lavado |+ 1004 Biotin_ | | avado | + 100yl _.f Lavado f+ O0H! wep +50pl ¥ C’
|| placenta | x2 | conjugated i x3 IStreptavidin-HRP 1 X5 1 TMB stop solution

) b oy 22 , X0 : | —]
= e g (e reisacion Absorbancia
Recta estandar PGF 90 min 60 min 30 min 20 min (A= 450nm)

(rango 0-2250 ng/ml)

PGF, factor de crecimiento placentario; * control cero

Célculos

Los niveles de PGF se calcularon a partir de la curva estandar y se expresaron

en pg/ml.
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4. Anélisis estadistico

El tamafio muestral se calculé basandonos en la variabilidad de los datos.
Respecto a los biomarcadores plasmaticos de estado oxidativo se tom6 como
referencia la variable grupos carbonilo, que por experiencia previa es el
pardmetro que presenta mayor variabilidad. En concreto se ha estimado que
los valores de desviacion estandar para este parametro estan entre 0,2 y 0,5
nmol/mg proteina. Para detectar diferencias significativas entre las medias de
los grupos de aproximadamente 0,4 nmol/mg proteina, el tamafio muestral
necesario se ha calculado en un minimo de 8 animales por cada grupo de
comparacion. En estudios previos de nuestro grupo, la enzima con mayor
variabilidad fue la xantina oxidasa; para los estudios de Western Blot, se estimé
la desviacion de esta enzima en un 25%, se estim6 un tamafio muestral de 5
animales por grupo. Todos los calculos de tamafio de muestra se realizaron

considerando un 15% de pérdidas.

Los datos de las variables que mostraron una distribucién normal se mostraron
como la media % error tipico. Los datos de variables que no mostraron una
distribuciéon normal fueron expresados como la mediana * el rango
intercuartilico. Los datos como de variables cualitativas se expresaron en
frecuencias relativas (%). Se utilizo la prueba T de Student para la comparacion
de medias entre grupos y la prueba U de Mann-Whitney para muestras
independientes no paramétricas. Las asociaciones entre variables cualitativas
se determinaron mediante correlaciones de Pearson. Las comparaciones entre
grupos de los resultados obtenidos se realizaron mediante el andlisis de la
varianza de una via (ANOVA); para comparaciones mdultiples se empled la
prueba de Bonferroni.Se determinaron las asociaciones entre variables
cualitativas mediante correlaciones de Pearson. Las comparaciones de los
resultados obtenidos entre grupos se realizaron mediante el analisis de la
varianza de una via (ANOVA); para comparaciones multiples se empled la
prueba de Bonferroni. Un modelo de regresion lineal nos permitio estimar el

peso de los fetos.

En todos los casos se empled una potencia estadistica del 80% y para detectar
diferencias estadisticamente significativas, se consideré una probabilidad de

error tipo alfa del 5%.
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MATERIAL Y METODOS

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa SPSS Statistics version 24
(IBM Company). La representacion grafica se realiz6 mediante el programa
GraphPad Prism 5 (GraphPad software, CA, USA).
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RESULTADOS
|. RESTRICCION NUTRICIONAL EN LA GESTACION

Todos los resultados que se presentan a continuacion corresponden a datos

obtenidos a dia 20 de gestacion (G20).

1. Parametros de las ratas gestantes
1.1 Peso

Las ratas MUN y control pesaban lo mismo al inicio de la gestacion. Sin
embargo, a dia G20, las ratas MUN tuvieron un peso significativamente menor
a las ratas control (Figura 1A). De igual manera, tras la extraccion de los fetos y
de la placenta, el peso de las ratas MUN fue significativamente menor al de las

ratas control (Figura 14 B).

Figura 14. Peso materno
A) Peso materno total B) Peso materno neto
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional. Los datos representan la media
* error tipico. Entre paréntesis, numero de animales. *p<0.05. Prueba T de Student.

El nimero de crias por camada en las ratas C fue de 15 (rango 11-17) mientras
gue en las ratas MUN fue de 14 (rango 11-19).

1.2 Macronutrientes en plasma

Glucemia y proteinas. No se encontraron diferencias significativas en los
niveles de glucemia entre las ratas MUN y control (Figura 15A). Las proteinas
plasmaticas fueron significativamente menores en las ratas MUN que en las
ratas C (Figura 15B).
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Figura 15. Glucemia y proteinas plasmaticas
A) Glicemia B) Proteinas
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional. Los datos representan la media
* error tipico. Entre paréntesis, numero de animales. *p<0.05. Prueba T de Student.

Acidos grasos de cadena larga (LCPUFA). No se encontraron diferencias
significativas en los niveles plasméaticos de ARA, DHA ni de sus precursores LA

y ALA entre las ratas MUN y C (Figura 16).

Figura 16. Niveles de LCPUFA en plasma materno
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional; FA acidos grasos; ARA, acido
araquiddnico; LA, acido linoleico; DHA, acido docosahexaenoico; ALA, acido a-linolénico. Los
datos representan la media + error tipico. Entre paréntesis, nimero de animales. Prueba T de
Student.
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1.3 Corticosterona plasmética

Los niveles en plasma de corticosterona fueron significativamente mayores en

las ratas MUN respecto a las ratas control (Figura 17).

Figura 17. Niveles plasméticos de corticosterona
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional. Los datos representan la
mediana + rango intercuartilico. Entre paréntesis, nimero de animales. *p<0.05. Prueba U de
Mann-Whitney.

1.4 Biomarcadores plasmaticos de estrés oxidativo

1.4.1 Antioxidantes

Antioxidantes enzimaticos. No se encontraron diferencias significativas en la
actividad superoxido dismutasa (SOD) entre los grupos MUN y C (Figura 18A).
La actividad catalasa fue significativamente mayor en el grupo MUN respecto al
control (Figura 18B).

Antioxidantes no enzimaticos. Los niveles plasmaticos de glutation reducido
(GSH) fueron significativamente mayores en el grupo MUN respecto al grupo C.
Los grupos tioles no presentaron diferencias significativas entre los grupos
MUN y C (Figura 18C y D).
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Figura 18. Niveles plasméticos de antioxidantes
Antioxidantes enzimaticos

A) SOD B) Catalasa
0.02 - g—

m (3

0.01- % %

0.00 2
c MUN c MUN

(U SOD/mg proteina)
(U catalasa/mg proteina)

Antioxidantes no enzimaticos

C) GSH D) Tioles
0.6 0.02 —

O (10
| (11

S
£
|

*

(mg GSH/mg proteina)
(mM GSH/mg proteina)

0.01

o
V)
|

o
o

0.00
of MUN Cc MUN

C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccién nutricional; SOD, Superéxido dismutasa;
GSH, Glutatiébn reducido. Los datos representan la mediana + rango intercuartilico. Entre
paréntesis, nimero de animales. *p<0.05. Prueba U de Mann-Whitney.

1.4.2 Daino oxidativo

Dafio oxidativo a lipidos. No se encontraron diferencias significativas en los
niveles de malondialdehido (MDA) y de 4-hidroxinonenal (HNE) entre los

grupos MUN y control (Figura 19A).

Dafio oxidativo a proteinas. No se observaron diferencias significativas en los

niveles de proteinas carboniladas entre los grupos MUN vy control (Figura 19B).
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Figura 19. Niveles plasméticos de dafio oxidativo

A) Peroxidacion lipidica B) Oxidacion a proteinas
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional. Los datos representan la media
* error tipico. Entre paréntesis, nUmero de animales. Prueba T de Student.

2. Parametros placentarios

2.1 Peso

El peso de las placentas del grupo MUN, tanto de los machos como de las
hembras, fue significativamente menor que el de sus respectivos controles
(Figura 20).

Figura 20. Peso de la placenta
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional. Los datos representan la media
* error tipico. Entre paréntesis nimero de animales. *p<0.05 respecto al control del mismo
sexo. Prueba T de Student.
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2.2 Macronutrientes en la placenta

Proteinas. Los niveles de proteinas en la placenta del grupo MUN, tanto en
machos como hembras, fueron significativamente menores que en sus
respectivos controles (Figura 21).

Figura 21. Proteinas placentarias
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional. Los datos representan la media
* error tipico. Entre paréntesis, nimero de animales. *p<0.05 respecto al control del mismo
sexo. Prueba T de Student.

Acidos grasos de cadena larga (LCPUFA). Los &cidos grasos ARA, DHA vy el
LA (precursor de ARA) se encontraron en niveles significativamente menores
en las placentas del grupo MUN, tanto machos como hembras, en comparacion
a sus controles (Figura 22A-C). El acido graso ALA (precursor de DHA) estaba

presente en las placentas del grupo C pero no en las del grupo MUN (Figura
22D).
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Figura 22. Niveles de LCPUFA en la placenta
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional; FA acidos grasos; ARA, acido
araquidénico; LA, acido linoleico; DHA, acido docosahexaenoico; ALA, acido a-linolénico. Los
datos representan la media + error tipico. ND, no detectado. Entre paréntesis namero de
animales. *p<0.05 respecto al control del mismo sexo. Prueba T de Student.

2.3 Biomarcadores de estrés oxidativo en la placenta

2.3.1 Dafio oxidativo

Dafio oxidativo a lipidos. Los niveles de malondialdehido (MDA) y 4-
hidroxinonenal (HNE) en las placentas de machos y hembras del grupo MUN
fueron significativamente mayores respecto a las de su correspondiente sexo
del grupo C (Figura 23A).

Dafo oxidativo a proteinas. Los niveles de proteinas carboniladas en placentas
de hembras MUN fueron significativamente mayores que en hembras C, no
detectandose diferencias entre las placentas macho de ambos grupos (Figura
23B).
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Figura 23. Dafo oxidativo en placenta
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional. Los datos representan la media
* error tipico. Entre paréntesis, nimero de animales. *p<0.05 respecto al control del mismo
sexo. Prueba T de Student.

2.3.2 Expresion de enzimas productoras de radicales libres

NADPH oxidasa. No se encontraron diferencias significativas en la expresion
de la subunidad p22°" de la NADPH en las placentas, tanto machos como
hembras, de los grupos MUN y C (Figura 24A).

Xantina oxidasa. La expresion de xantina oxidasa fue significativamente mayor
en las placentas de los machos del grupo MUN respecto a sus controles,
mientras que las placentas hembras MUN presentaron valores
significativamente menores respecto a sus controles. A su vez, en el grupo
MUN la expresién de xantina oxidasa fue significativamente menor en las

hembras que en los machos (Figura 24B).

Figura 24. Expresion de enzimas placentarias productoras de radicales libres
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional. Los datos representan la
mediana + rango intercuartilico. Entre paréntesis, nimero de animales. *p<0.05 respecto al
control del mismo sexo. § p<0.05 entre sexos de cada grupo. Prueba U de Mann-Whitney.
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2.3.3 Expresion de enzimas eliminadoras de radicales libres

Superdéxido dismutasas. Se determiné la expresion de las isoformas Cu/Zn-
SOD, Mn-SOD, Ec-SOD. Las placentas de los machos MUN no presentaron
diferencias significativas con respecto a su control en la expresion de Cu/Zn-
SOD, Mn-SOD ni Ec-SOD. Las placentas de hembras MUN presentaron una
menor expresion de las isoformas Cu/Zn-SOD y Ec-SOD en comparacion a sus
controles mientras que la expresion de la isoforma Mn-SOD fue mayor que en
las controles. En el grupo MUN, la expresién de Cu-SOD y Ec-SOD fue
significativamente menor en las placentas de hembras que en las de machos,

mientras que Mn-SOD fue significativamente mayor (Figura 25A-C).

Catalasa. La expresion de catalasa fue significativamente menor en las

placentas de ambos sexos del grupo MUN, respecto al grupo C (Figura 25D).

Figura 25. Expresion de enzimas placentarias eliminadoras de radicales libres
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional. Los datos representan la
mediana + rango intercuartilico. Entre paréntesis, nUmero de animales. *p<0.05 respecto al
control del mismo sexo. § p<0.05; entre sexos de cada grupo. Prueba U de Mann-Whitney.
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2.4 Factor de crecimiento placentario

Las placentas, tanto macho como hembras, del grupo MUN presentaron niveles
de factor de crecimiento placentario (PGF) similares a los encontrados en las

correspondientes del grupo control (Figura 26).

Figura 26. Factor de crecimiento placentario
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional. Los datos representan la media
* error tipico. Prueba T de Student.

3. Parametros fetales

3.1 Peso y longitud

Peso. Los fetos de madres sometidas a restriccion nutricional, tanto machos
como hembras, tuvieron un peso significativamente menor (hasta un 20%
menor) que los del mismo sexo de madres control. En ambos grupos las
hembras tuvieron un peso significativamente menor que los machos (Figura
27A). Los machos MUN tuvieron un peso 20% menor que los machos C,

mientas que las hembras MUN tuvieron un peso 21% menor que las C.

Longitud. La longitud de los fetos, tanto machos como hembras, fue
significativamente menor en el grupo MUN respecto al grupo C. En ambos
grupos las hembras tuvieron una longitud significativamente menor que los

machos (Figura 27B).
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Figura 27. Peso y longitud fetal
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional. Los datos representan la media
* error tipico. Entre paréntesis, nimero de animales. *p<0.05 respecto al control del mismo
sexo. § p<0.05 entre sexos de cada grupo. Prueba T de Student.

LCPUFA y peso fetal. Tanto en los fetos del grupo C como en los del grupo
MUN no se encontrd correlacidon entre el peso de los fetos y su contenido en
LCPUFA (datos no mostrados).

3.2 Pesos de 6rganos

Corazon. El peso relativo del corazon (peso corazén/peso fetal) fue
significativamente menor en los machos MUN que en sus controles. No se
encontraron diferencias significativas en el peso relativo del corazon de las

hembras MUN respecto a las hembras control (Figura 28A).

Rifidn. El peso relativo del rifidn (peso rifidn/peso fetal) fue significativamente
menor en los fetos, tanto macho como hembra del grupo MUN comparados con

los respectivos controles. (Figura 28B).

Figura 28. Pesos de érganos fetales
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restriccion nutricional. Los datos representan la media
+ error tipico. Entre paréntesis nUmero de animales. *p<0.05 respecto al control del mismo
sexo. Prueba T de Student.
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3.3 Corticosterona plasmatica

Los niveles de corticosterona en el plasma de los fetos fueron
significativamente mayores en los fetos del grupo MUN que los controles
(Figura 29A). Al analizar los niveles por sexos, tanto machos como hembras
MUN presentaban niveles més altos que los respectivos controles, sin alcanzar

significancia estadistica (Figura 29B).

Figura 29. Niveles plasmaticos de corticosterona
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C, ratas control; MUN, ratas sometidas a restricciéon nutricional. A) Entre grupos C y MUN, B)
En funcién del grupo y sexo. Los datos representan la mediana * rango intercuartilico. Entre
paréntesis, nimero de animales. *p<0.05. Prueba U de Mann-Whitney.
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Il. SUMPLEMENTACION CON ARA+DHA DURANTE LA GESTACION
1. Parametros de las ratas gestantes

1.1 Ingesta

No se encontraron diferencias significativas en la cantidad diaria de pienso que
ingerian las ratas alimentadas con dieta control (CD) y las ratas alimentadas
con dieta experimental (ED) (CD=19.02+2.81 g/dia, n=6; ED=18.96%2.99 g/dia,
n=6; p=0.36).

1.2 Peso

Al inicio de la gestacion no hubo diferencias significativas en el peso de ambos
grupos. En el dia 20 de la gestacién, el peso corporal de las ratas alimentadas
con ED fue significativamente menor respecto al peso de las ratas alimentadas
con CD (Figura 30A). Al analizar los pesos de las ratas sin fetos ni placenta, no
se encontrg diferencias significativas entre ambos grupos (Figura 30B).

Figura 30. Peso materno
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CD, dieta control; ED, dieta experimental. Los datos representan la media + error tipico. Entre
paréntesis, nimero de animales. *p<0.05. Prueba T de Student.

La media del numero de crias por camada en las ratas CD fue de 15 (rango 11-
17). En el grupo ED observamos tres patrones diferentes: 4 de las madres
tuvieron camadas de tamafio normal (rango 13-19) y peso normal (NG,
crecimiento normal), 5 madres tuvieron camadas de menor tamafio (rango 3-

11) y menor peso (IUGR) y 3 de las madres no tuvieron crias (FR, reabsorcion
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fetal). En este ultimo caso, la existencia de reabsorcion fetal fue evidenciada en

los cuernos uterinos (Figura 31).

Figura 31. Reabsorcion fetal en cuernos uterinos de rata alimentada con ED

Cuernos uterinos de rata alimentada con la dieta experimental, a dia 20 de gestacion. Se

sefiala la reabsorcién fetal con las flechas.

1.3 Macronutrientes en plasma

Glucemia y Proteinas. No se encontraron diferencias significativas en los

valores de glucemia ni en las proteinas plasmaticas maternas, entre los grupos

CDy ED (Figura 32).

Figura 32. Glucemia y proteinas plasmaticas maternas

A) Glicemia B)
150 - 150 —

O
\_Ig

100 100 —

{mgrdl)
(mg/ml)

50 50 —

Proteinas

= (13

cD

cb

CD, dieta control; ED, dieta experimental. Los datos representan la media + error tipico. Entre

paréntesis, nimero de animales. Prueba T de Student.

Acidos grasos de cadena larga. En el grupo ED, los niveles plasmaticos de

ARA y DHA fueron significativamente mayores que en el grupo CD, mientras

que los niveles de sus precursores, el acido linoléico y el acido a-linolénico

respectivamente, fueron significativamente menores en ED que en CD (Figura

33).
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Figura 33. Niveles de LCPUFA en plasma materno

RESULTADOS

A) ARA B) LA
25 — 25 —
O (11 O (11
20 - = (12 20 | (12
15 15
10 10 4 *
5 5
0 0
cD cD
q) DHA D) ALA
15 0.25+
O (11 0.20 O (11
* = (12 ' | | (12
10 -
0.15
— — 0.10
5
0.05
0 0.00
cD ED cD ED

CD, dieta control; ED, dieta experimental; FA &cidos grasos; ARA, &cido araquiddnico; LA,
acido linoleico; DHA, acido docosahexaenoico; ALA, acido a-linolénico. Los datos representan
la media + error tipico. Entre paréntesis, nUmero de animales. *p<0.05. Prueba T de Student.

En las madres ED observamos que, aquellas que tuvieron una camada de
crecimiento normal (NG) presentaron los valores mas bajos de ARA y mas
altos de DHA, mientras que las madres con reabsorcién fetal tuvieron los
valores mas altos de ARA y méas bajos de DHA. Los valores intermedios de

ARA y DHA correspondieron a las madres con camadas IUGR (Figura 34).

Figura 34. ARA y DHA en plasma de madres ED
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NG, camada con crecimiento normal; IUGR camada con restriccidn del crecimiento; FR madres
con reabsorcion fetal; FA, acidos grasos, ARA, acido araquiddnico; DHA, &cido
docosahexaenoico. Los datos representan la media * error tipico. Entre paréntesis, nUmero de
animales. *p<0.05, vs NG; § p<0.05 vs IUGR. ANOVA.
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En las ratas ED se observd una correlacion negativa entre los niveles
plasmaticos de ARA y de DHA (Figura 35). En el grupo CD no se observo

correlacion entre los niveles de ambos acidos grasos.

Figura 35. Asociacion entre ARA y DHA en plasma de madres ED
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Correlacién entre ARA y DHA en plasma de ratas alimentadas con la dieta experimental.
p<0.05.

1.4 Corticosterona plasmética

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de corticosterona
plasmatica entre los grupos ED y CD (Figura 36).

Figura 36. Niveles plasméticos de corticosterona
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CD, dieta control; ED, dieta experimental. Los datos representan la mediana = rango
intercuartilico. Entre paréntesis, nUmero de animales. Prueba U de Mann-Whitney.
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1.5 Biomarcadores plasméticos de estrés oxidativo

1.5.1 Antioxidantes

Antioxidantes enzimaticos. La actividad superéxido dismutasa (SOD) fue
significativamente mayor en el grupo ED respecto a CD (Figura 37A). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la actividad catalasa

entre los grupos ED y CD (Figura 37B).

Antioxidantes no enzimaticos. El plasma de las ratas alimentadas con ED
mostré niveles significativamente mayores de glutation reducido (GSH)
respecto al grupo CD (Figura 37C). No se detectaron diferencias significativas

en los grupos tioles entre las ratas ED y las CD (Figura 37D).

Figura 37. Niveles plasmaticos de antioxidantes
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CD, dieta control; ED, dieta experimental; SOD, Superdxido dismutasa; GSH, Glutatién
reducido. Los datos representan la mediana * rango intercuartilico. Entre paréntesis, nimero
de animales. *p<0.05; prueba U de Mann-Whitney.

90



RESULTADOS

1.5.2 Daino oxidativo

Dafio oxidativo a lipidos. No se encontraron diferencias significativas en los
niveles de malondialdehido (MDA) y de 4-hidroxinonenal (HNE) entre los
grupos ED y CD (Figura 38A).

Dafio oxidativo a proteinas. El grupo ED presenté niveles plasmaticos de
proteinas carboniladas significativamente mayores que el grupo CD (Figura
38B).

Figura 38. Niveles plasméticos de dafio oxidativo
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CD, dieta control; ED, dieta experimental. Los datos representan la media * error tipico. Entre
paréntesis, nimero de animales. *p<0.05. Prueba T de Student.

2. Parametros placentarios

2.1 Peso

El peso de la placenta, tanto machos como hembras, del grupo ED fue

significativamente mayor que el de las del grupo control (Figura 39).

Figura 39. Peso de la placenta en funcion de la dieta
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CD, dieta control; ED, dieta experimental. Los datos representan la media * error tipico. Entre
paréntesis, nimero de animales. *p<0.05 respecto al control del mismo sexo. Prueba T de
Student.
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2.2 Macronutrientes en la placenta

Proteinas. Los niveles de proteinas en la placenta, tanto machos como
hembras, de las ratas del grupo ED, fueron significativamente menores que en

las placentas de su respectivo sexo del grupo CD (Figura 40).

Figura 40. Proteinas placentarias
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CD, dieta control; ED, dieta experimental. Los datos representan la media * error tipico. Entre
paréntesis, numero de animales. *p<0.05 respecto al control del mismo sexo. Prueba T de
Student.

Acidos grasos de cadena larga. Los niveles de ARA y DHA fueron
significativamente mayores en placentas de machos y hembras del grupo ED
respecto a las del grupo CD, mientras que los niveles de LA en machos y
hembras ED fueron significativamente menores que en las CD, no
encontrandose diferencias significativas entre ambos grupos en los niveles de
ALA (Figura 41).
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Figura 41. Niveles de LCPUFA en la placenta
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CD, dieta control; ED, dieta experimental; FA acidos grasos; ARA, acido araquidénico; LA,
acido linoleico; DHA, acido docosahexaenoico; ALA, &cido a-linolénico. Los datos representan
la media + error tipico. Entre paréntesis numero de animales. *p<0.05 respecto al control del
mismo sexo. Prueba T de Student.

Considerando los patrones de crecimiento fetal en las madres ED observamos
que, las placentas de fetos IUGR tuvieron niveles significativamente mas altos
de ARA vy niveles significativos menores de DHA respecto a las placentas NG
(Figura 42).

Figura 42. ARA y DHA en placentas del grupo ED
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NG, camada con crecimiento normal; IUGR camada con restriccion del crecimiento; FA, acidos
grasos. Los datos representan la media * error tipico. Entre paréntesis, nimero de animales.
*p<0.05. Prueba T de Student.
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Se encontrd una correlacion negativa entre los niveles de ARA y DHA en las
placentas del grupo ED (Figura 43). No se observé correlacion entre estos

parametros en las placentas del grupo CD.

Figura 43. Asociacion entre ARA y DHA en placenta de ratas ED
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Correlacién entre el acido araquidénico (ARA) y el acido docosahexaendico (DHA). p<0.05.

2.3 Biomarcadores de estrés oxidativo en la placenta

Dafio oxidativo a lipidos. Los niveles de malondialdehido (MDA) y 4-
hidroxinonenal (HNE) en las placentas hembras ED, pero no en las placentas
macho, fueron significativamente mayores en comparacion con las CD de su

respectivo sexo (Figura 44A).

Dafo oxidativo a proteinas. El nivel de proteinas carboniladas en la placenta
del grupo ED, tanto machos como hembras, fue significativamente mayor que
en las del respectivo sexo del grupo CD (Figura 44B).

Figura 44. Dafio oxidativo en placenta
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CD, dieta control; ED, dieta experimental. Entre paréntesis, nimero de animales. *p<0.05
respecto al control del mismo sexo. Prueba T de Student.
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3. Parametros fetales

3.1 Peso y longitud

Peso. Los fetos ED, tanto machos como hembras, tuvieron un peso
significativamente menor que los fetos CD. Los machos ED tuvieron un peso
19% menor que los machos CD, mientas que las hembras ED tuvieron un peso
24% menor que las CD. Al comparar entre sexos dentro de cada grupo se
encontré que los fetos hembra, tanto CD como ED, presentaron un peso menor

gue los fetos macho de sus respectivos grupos (Figura 45A).

Longitud. La longitud de los fetos del grupo ED fue significativamente menor
comparado con los del grupo CD, tanto en machos como en hembras. Al
comparar entre sexos dentro de cada grupo se encontrd que los fetos hembra,
tanto CD como ED, presentaron una longitud menor que los fetos macho de
Sus respectivos grupos (45B).

Figura 45. Peso y longitud fetal

A) Peso fetal B) Longitud fetal
5 80—
5 g85, 276 O (o036, 226
4 * § c47,938) o § o
* *
3
= £ 40
(=]
= il E
1 20—
0 0
CD ED cD ED CD ED CcD ED
Machos Hembras Machos Hembras

CD, dieta control; ED, dieta experimental. Los datos representan la media + error tipico. Entre
paréntesis, nimero de animales. *p<0.05 respecto al control del mismo sexo. § p<0.05 entre
sexos de cada grupo. Prueba T de Student.

LCPUFA y peso fetal. En el grupo ED se encontré una correlaciébn negativa
entre el peso fetal y los niveles de ARA en la placenta, tanto en machos como
en hembras (Figura 46A). En ambos sexos se encontré una correlacion positiva
entre el peso fetal y los niveles de DHA de la placenta (Figura 46B). Estas

correlaciones no se observaron en el grupo CD.
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Figura 46. LCPUFA en placenta y peso fetal
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Correlacién entre A) Peso fetal y 4cido araquiddnico (ARA) placentario y B) Peso fetal y acido
docosahexaendico (DHA) placentario. p<0.05.

Ademas, utilizando un modelo de regresion lineal, en el grupo ED se observé
gue los niveles de ARA y de DHA en la placenta explican el 56.7% del peso

fetal en machos y el 71.7% del peso fetal en hembras.

Por otro lado, en el grupo ED también se observa una correlacién negativa
entre la peroxidacion lipidica y el peso fetal en hembras (r=-0.69, r’=0.47,

p=0.05), pero no en machos. En el grupo C no se observé esta correlacion.

3.2 Peso de organos

Corazon. El peso relativo del corazon (peso corazén/peso fetal) fue
significativamente menor en los machos del grupo ED respecto a los machos
del grupo CD. El peso relativo del corazén de las hembras ED no mostraren

diferencias significativas respecto al de las hembras CD (Figura 47A).
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Rifion. El peso relativo del rifion (peso rifion/peso fetal) en ambos sexos del
grupo ED fue significativamente menor comparados con sus respectivos

controles (Figura 47B).

Figura 47. Peso de 6rganos fetales
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CD, dieta control; ED, dieta experimental. Los datos representan la media * error tipico. Entre
paréntesis, numero de animales. *p<0.05 respecto al control del mismo sexo. Prueba T de
Student.
3.3 Corticosterona plasmaética
No se encontraron diferencias significativas en los niveles de corticosterona
plasmatica fetal entre los grupos ED y CD (Figura 48).
Figura 48. Niveles plasméticos de corticosterona fetal
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CD, dieta control; ED, dieta experimental. A) Entre grupos, B) En funcion del grupo y sexo. Los
datos representan la mediana * rango intercuartilico. Entre paréntesis, nimero de animales.
Prueba U de Mann-Whitney.
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DISCUSION

1. Efecto de la desnutricion materna durante la gestacion

En el presente estudio, se ha utilizado un modelo de programacion fetal en
rata, causado por desnutricién de la madre durante la gestacién, en el que ha
sido demostrado que los descendientes tienen bajo peso al nacer. Ademas,
estudios previos en este modelo experimental, han puesto de manifiesto que el
desarrollo de alteraciones cardiovasculares es dependiente del sexo,

presentando HTA en la edad adulta solo en los machos.

En este estudio se han evaluado las alteraciones producidas por la desnutricién
en la madre y en el feto, asi como el papel de la placenta en la programacion

fetal.

Con el objetivo de facilitar la discusién, al inicio de cada apartado se incluye un

esquema que resume los resultados relacionados mas relevantes.
Efectos de la desnutricion en la madre

Figura 49. Cambios maternos en ratas sometidas a restriccion nutricional

Desnutricion en la gestacion
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LCPUFA, acidos grasos poliinsaturados de cadena larga.
Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar como la desnutricion afecta al
metabolismo materno y al desarrollo de la gestacién.

Una restriccion nutricional global del 50% durante la segunda mitad de la
gestacion (G11-G20) en la madre produce una menor ganancia de peso, de

forma similar a lo encontrado en otros estudios donde se utiliza un modelo
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similar al nuestro (Lesage, 2002) y en estudios anteriores en este mismo
modelo experimental (Mufioz-Valverde et al., 2015). Este efecto se debe, no
solo a un menor crecimiento fetal, sino también a una menor ganancia de peso
de la madre, como demuestra el hecho de que su peso corporal sin fetos ni
placenta sea mas bajo que el de las ratas control. Estos datos sugieren una

alteracion en el metabolismo de la madre.

Es conocido que durante la gestacion se producen importantes cambios
metabdlicos. Las primeras etapas de la gestacion estan relacionadas con un
estado anabdlico con un aumento en los depositos de grasa materna vy
pequefios aumentos en la sensibilidad a la insulina. Esto permite que los
nutrientes se almacenen en estas etapas tempranas del embarazo para
satisfacer las demandas materno-placentarias de etapas posteriores de la
gestacion y la lactancia. En contraste, las etapas tardias de la gestacion, se
caracterizan por un estado catabdlico con sensibilidad reducida a la insulina
(aumento de la resistencia a la insulina), lo que da como resultado aumentos
en la concentracion materna de glucosa y acidos grasos libres, permitiendo una
mayor disponibilidad de sustratos para el feto (Lain and Catalano, 2007). El feto
en desarrollo utiliza la glucosa como el principal sustrato. Como el feto en
condiciones normales no produce glucosa de manera endégena (DiGiacomo,
1989), la glucosa materna debe cruzar la placenta para asi estar disponible
para el feto. En nuestras condiciones experimentales no parece que el feto
presente una deficiencia de este substrato energético ya que las ratas
sometidas a desnutricion no presentaron disminucién en la glucemia.
Resultados similares se han encontrado en un modelo con dieta baja en
proteinas durante toda la gestacion (Vega et al., 2016), pero difieren de los
encontrados por Lesage, en los que al final de la gestacion se observo una
hipoglucemia materna (Lesage, 2002). Estas diferencias se pueden atribuir a
que en este ultimo estudio se utilizé la cepa Wistar que puede presentar una

respuesta metabolica diferente ante la restriccion de nutrientes.

Aunque durante periodos cortos de inanicion, el higado libera glucosa
principalmente a través de la glucogendlisis, periodos prolongados de
desnutricion, agotan el glucogeno y los hepatocitos sintetizan glucosa a través

de la gluconeogénesis (Rui, 2014). Nuestros resultados sugieren que el
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mantenimiento de glucemia en la madre desnutrida probablemente se produce
por esta via. En nuestras condiciones experimentales los aminoacidos
procedentes del catabolismo de proteinas pueden ser los sustratos para la
gluconeogénesis, ya que observamos una disminucion de las mismas en el
plasma materno de las ratas MUN. La utilizacion de aminoacidos en rutas
gluconeogénicas reduciria su disponibilidad para el feto comprometiendo su
crecimiento. El incremento del catabolismo observado en las ratas gestantes
sometidas a desnutricién podria estar relacionado con los niveles elevados de
corticosterona ya que, ésta es una hormona catabdlica que se libera como
respuesta al estrés (Christiansen et al.,, 2007), siendo una de sus funciones
principales el aumento de la glucemia a través de la gluconeogénesis. En
nuestro estudio, los niveles de corticosterona materna estan incrementados con
respecto a la gestacibn en condiciones Optimas de alimentacion,
probablemente por el estrés que genera la deficiencia de nutrientes. Niveles
elevados de corticosterona también han sido descritos en otros modelos
experimentales de desnutricién global materna o en la privacién selectiva de
proteinas durante la gestacién (Langley-Evans, et al.,, 1996; Lesage et al.,
2001).

Durante el embarazo, ademas de mayores niveles de proteinas, los tejidos
maternos, fetales y la placenta requieren niveles mas altos de LCPUFA vy el
desarrollo del feto depende principalmente del suministro materno de estos
acidos grasos (Smits et al., 2013). En el dltimo trimestre, los requerimientos
fetales de ARA y DHA son especialmente altos debido a la rapida sintesis de
tejido cerebral (Wadhwani et al., 2017). Diversos estudios en humanos, han
demostrado que en patologias como la preeclampsia y el IUGR los niveles de
ARA y DHA se encuentran disminuidos (Kulkarni et al., 2011; Wadhwani et al.,
2017). Aunque en nuestro estudio, los niveles de LCPUFA en el plasma
materno de ratas MUN no se encontraron alterados, si aparecieron disminuidos
en la placenta lo que sugiere que hay una deficiencia de los mismos para el

crecimiento fetal.

Por otro lado, durante el embarazo se incrementa la demanda de oxigeno vy,
como consecuencia, aumenta la produccion de ROS por la placenta, éstos son

necesarios para diversas funciones. Sin embargo, un exceso de ROS podria
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comprometer la funcion de la placeta y por tanto, el desarrollo fetal. De hecho,
alteraciones obstétricas que conllevan estrés oxidativo, como la PE o el IUGR,
se asocian a un bajo peso al nacer (Moore and Davies, 2005; Duhig et al.,
2016). En este estudio no se ha evaluado la produccién de ROS, ya que son
dificiles de medir de forma fiable, al ser moléculas de vida media muy corta
(Griendling et al., 2016). Sin embargo, es plausible que las ratas MUN
presenten una elevacion de ROS por encima de los niveles fisiologicos
relacionada con los elevados niveles de corticosterona y el aumento del
catabolismo. El hecho de que a G20 las ratas sometidas a desnutricion no
presenten dafio oxidativo plasmatico, pero si unos niveles elevados de algunos
antioxidantes puede ser atribuido a una respuesta compensatoria de la madre
ante un exceso de ROS. Este tipo de respuesta compensatoria ha sido
previamente descrita en otras situaciones que aumentan los niveles de ROS
como el ejercicio fisico (Halliwell, 2013). Nuestros resultados difieren de los
encontrados en un modelo experimental de restriccion de proteinas en el que
se encontré dafio oxidativo en plasma materno, asociado con una deficiencia
de antioxidantes (Vega et al., 2016). Estas diferencias pueden ser atribuidas a
la mayor severidad del modelo de desnutricién proteica y al hecho de que la
madre no sea capaz de compensar la elevacion de ROS mediante el

incremento de antioxidantes.

ﬁa restriccion nutricional durante la gestacion induce una menor ganancia de\
peso materno, relacionada con un incremento en los niveles de
corticosterona y en el catabolismo proteico. Este reajuste en el metabolismo
permite mantener la glucemia posiblemente mediante gluconeogénesis a
partir de aminoacidos. El aumento de antioxidantes en el plasma materno
puede ser un mecanismo compensatorio ante una elevacion de ROS
Qsociada al incremento del catabolismo. /
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Alteraciones en la placenta inducidas por la desnutricion materna

Figura 50. Cambios en la placenta en el grupo MUN
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LCPUFA, acidos grasos poliinsaturados de cadena larga; ROS, especies reactivas de oxigeno.

La placenta es un 6rgano multifuncional altamente eficiente que integra sefales
tanto de la madre como del feto para satisfacer la demanda fetal de nutrientes,
al tiempo que garantiza que los productos de desecho fetales pasen a la madre
para su eliminacion. Una situaciéon de estrés durante la etapa gestacional
(desnutricion, hipoxia, exposicion a toxicos, etc.) se traduce en cambios en la
placenta, incluyendo alteraciones en su peso, morfologia, desarrollo vascular y

en los transportadores de nutrientes.

El efecto de la restriccidbn nutricional sobre el peso de la placenta esta
demostrado; sin embargo, la duracion, la etiologia y la etapa gestacional de la
restriccion nutricional pueden afectar de manera diferente a la placenta,
pudiendo en ocasiones resultar en una respuesta adaptativa que permita un
adecuado aporte de nutrientes y oxigeno al feto o contribuir a la programacion
fetal (Myatt, 2006). En nuestras condiciones experimentales, en las que la
restriccion de nutrientes se produjo durante la segunda mitad de la gestacion,
la consecuencia fue un menor desarrollo de la placenta, como demuestra el
hecho de su menor peso y de su deficiencia en proteinas y acidos grasos
esenciales. Una reduccién en el peso de la placenta al final de la gestacion

también ha sido descrita en otros estudios de restriccion nutricional en rata
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(Belckaemi et al., 2009; Belckacemi et al., 2011) y en ovejas (Osgerby et al.,
2004). También son similares las alteraciones en la placenta humana en
respuesta a desnutricion. Asi, se ha descrito que las mujeres sometidas a la
inanicion en el tercer trimestre del embarazo tuvieron placentas pequefas y sus
descendientes tuvieron bajo peso al nacer. En contraste, las mujeres expuestas
a la hambruna solo durante el primer trimestre del embarazo y que
posteriormente mantuvieron una alimentacién adecuada, el peso de la placenta
y el peso del recién nacido no presentaron diferencias en comparacion con
mujeres que no habian estado sometidas a desnutricion (Lumey, 1998). Estos
resultados sugieren que, ante una deficiencia al inicio de la gestacion, la
placenta humana se adapta incrementando su tamafio permitiendo que la
nutricion fetal no se vea afectada (Lumey, 1998; Eriksson et al., 2010). Esta
adaptacion de la placenta en etapas tempranas de la gestacion también se ha

demostrado en otras especies como la ovina (McCrabb, 1992).

La placenta tiene el mismo sexo del individuo (Kalisch-Smith et al., 2017) y se
ha demostrado que las placentas masculinas y femeninas presentan
importantes diferencias morfologicas y fisiolégicas (Rosenfeld, 2015). Por
ejemplo, se ha observado que existen diferencias en la cantidad de proteinas
transportadoras de glucocorticoides, la expresién de hormonas y la produccién
de proteinas relacionadas con el sistema inmune (Gabory et al., 2013; Tarrade
et al., 2015). Ademas, en humanos la placenta de varones y mujeres presenta
importantes diferencias en la respuesta al estrés (Januar et al., 2015). Asi, se
ha observado que la placenta de varones esta peor adaptada a condiciones de
desnutricion que la de hembras, sobre todo si la deficiencia de nutrientes se
produce desde etapas tempranas y se mantiene a lo largo de toda la gestacion
(Eriksson et al., 2010). Es conocido que la placenta masculina tiene un mayor
crecimiento relacionado a la presencia de testosterona desde la etapa fetal. En
situaciones en las que la desnutricion se mantiene a lo largo del embarazo, la
placenta masculina, por ser mas grande gasta mas energia en su propio
metabolismo en detrimento del desarrollo del feto. La desnutricion materna
produjo el mismo efecto en las placentas de ambos sexos. Esta diferencia, con
los resultados en humanos puede estar relacionada con el periodo en el cual

se expuso a la desnutricién. Sin embargo, en nuestro modelo experimental, no
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se observo diferencia en el tamafio de la placenta entre machos y hembras en
el caso de ratas MUN, el menor peso al final de la gestacion se observo por

igual en ambos sexos.

Por otro lado en las placentas de ratas MUN, se observé una deficiencia tanto
de proteinas como de acidos grasos esenciales. Esta deficiencia podra
contribuir al pobre desarrollo fetal observado, ya que reflejaria un insuficiente
acceso de los nutrientes. Por un lado, los aminoacidos juegan un papel critico
en el desarrollo del tejido fetal, por lo que la reduccion de proteinas observada
tanto en el plasma materno como en la placenta, podria hacer que el feto
tuviera menor disponibilidad de aminoacidos. En IUGR, tanto en humanos
como en modelos animales, se ha observado una disminucién del aporte de
aminoacidos ya sea por una menor area de superficie de la placenta como por
una disminucion en los sistemas de transporte (Regnault et al., 2005). EI menor
tamafo de la placenta de ratas MUN, junto con la reduccién de la disponibilidad
de proteinas maternas, sugiere que el transporte de aminoacidos se encuentre
reducido. En este estudio no se evaluaron los transportadores de membrana,
por lo que no podemos descartar que ademas exista una reduccion de su
expresion, que contribuya al pobre desarrollo observado en descendientes de

las ratas sometidas a desnutricion.

Por otro lado, los acidos grasos poliinsaturados ARA y DHA se encontraron
deficientes en la placenta de ratas MUN. Este resultado, que no se ha descrito
en otros modelos de desnutricidon fetal, es de gran relevancia ya que estos
LCPUFA forman parte de las membranas biologicas y, una deficiencia podria
contribuira un pobre desarrollo fetal. La placenta modula el suministro de
acidos grasos para su propio metabolismo y también para el feto. El hecho de
gue el ARA y el DHA se encuentren deficientes en la placenta pero no en el
plasma materno, sugiere que la placenta los esta utilizando para su propio
metabolismo, lo que podria reducir su disponibilidad para el feto. Esto es
consistente con el incremento en el metabolismo lipidico en la placenta en

condiciones de IUGR (Herrera and Ortega-Senovilla, 2014).

Otro importante factor que puede influir en la funcién placentaria y, por tanto,
en la nutricion y crecimiento fetal, es el desarrollo de la vasculatura de la

placenta, que requiere de una adecuada vasculogénesis y angiogénesis
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(Huppertz, 2012). La vasculogénesis es el desarrollo de vasos sanguineos de
novo a partir de células madre mesenquimales pluripotentes. La angiogénesis
es la formacién de nuevas redes de vasos sanguineos al ramificar y alargar los
vasos previamente existentes para hacer nuevas conexiones (Wang and Zhao,
2010). Entre los factores mas importantes en la formacién de los vasos
placentarios esta el factor de crecimiento placentario (PGF, placental growth
factor), un miembro de la subfamilia VEGF (factor de crecimiento endotelial
vascular). La principal fuente de PGF durante el embarazo es el trofoblasto
placentario y, en diversas patologias como la preeclampsia y el IUGR, el PGF
esta disminuido (Benton et al., 2012; Chau et al., 2017). En nuestro estudio no
se encontraron alteraciones en los niveles de PGF en las placentas del grupo
MUN, lo que sugiere que no se ha producido una deficiencia en el desarrollo
vascular placentario; sin embargo, no podemos descartar posibles alteraciones
en la expresion de sus receptores. En un modelo de programacion fetal en
ovejas, se ha encontrado que, aunque no existen alteraciones en la expresion
del mRNA de VEGF en la placenta, la expresion del mRNA de su receptor si
esta reducido (Reynolds et al., 2005).

El hecho de que la placenta sea uno de los tejidos con mayor consumo de
oxigeno y por lo tanto producciéon de ROS (Vaughan and Fowden, 2016), la
hace mas susceptible al dafio oxidativo. Se ha sugerido que el estrés oxidativo
de la placenta puede ser el nexo de union entre un ambiente intrauterino
adverso y un inadecuado crecimiento fetal (Thompson and Al-Hasan, 2012). En
nuestro estudio, las placentas del grupo MUN presentaron signos de dafio
oxidativo, lo que sugiere que hay un desequilibrio entre la produccién y la
eliminacion de ROS. Estos resultados son similares a los encontrados en un
modelo de programacion fetal inducida por exposicidén a glucocorticoides (Stark
et al., 2011). Puesto que en nuestro modelo experimental encontramos niveles
elevados de corticosterona en la madre y que los glucocorticoides incrementan
la produccion de ROS, sugerimos que estos niveles elevados de corticosterona

podrian contribuir al dafio oxidativo encontrado en la placenta de ratas MUN.

Nuestros resultados en rata indican que la placenta femenina presenta
mayores hiveles de dafio oxidativo en respuesta a la desnutricion. Nuestros

datos indican un dimorfismo sexual en la expresion de enzimas productoras y
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eliminadoras de radicales libres. En la placenta masculina, la desnutricién
materna induce un incremento en la expresion de algunas enzimas productoras
de ROS, mientras que, provoca una reduccion en las hembras. Por otro lado, el
comportamiento de enzimas antioxidantes también es diferente entre sexos,
con una tendencia general a estar disminuida en hembras. Aunque en este
estudio no se ha medido la actividad de estas enzimas, sugerimos que una
deficiencia de antioxidantes podria explicar el mayor dafio oxidativo en las
placentas de hembras. En PE y DG, patologias relacionadas con estrés
oxidativo y nitrosativo de la placenta, se ha descrito que la placenta de
hembras presenta alteraciones bioquimicas que deprimen la respiracion
mitocondrial (Myatt, 2018). Una disminucién de la respiracion mitocondrial esta
relacionada con incremento en la produccién de O,-. Si los sistemas
antioxidantes mitocondriales (Mn-SOD) no son capaces de eliminar este
exceso de O,- produciria un circulo vicioso que continla generando O»-
(Rodriguez-Rodriguez et al., 2017). Nuestros resultados sugieren que en la
placenta de hembras podria haber una alteracion de la cadena de transporte
mitocondrial y que la mayor expresion de Mn-SOD podria ser un mecanismo
compensatorio ante un posible aumento de ROS mitocondriales. Sin embargo,
esta compensacion no parece ser suficiente, ya que observamos que tanto
lipidos como proteinas presentan mayores niveles de dafio oxidativo en

hembras.

La desnutricibn materna durante la segunda mitad de la gestacion interfiere
con el desarrollo de la placenta, que no afecta a la angiogénesis. Ademas,

produce dafio oxidativo en la placenta que presenta un dimorfismo sexual.
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Efectos de la desnutricion materna en el feto

Figura 51. Efectos fetales de la restriccion nutricional materna
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La restriccion nutricional durante la segunda mitad de la gestacion no afect6 al
namero de fetos por camada. Estos resultados difieren de los encontrados en
otros modelos experimentales, en los que la desnutricion se realiz6 durante
toda la gestacion (Ramadan et al., 2013). Esto sugiere que las intervenciones
nutricionales que incluyen la primera etapa de la gestacién pueden provocar
una reduccion en el nimero de fetos, probablemente debido a alteraciones en
la implantacion, puesto que en la rata ésta ocurre entre los dias 4 y 5 de

gestacion (Fonseca et al., 2012).

Aunque en nuestro modelo, la desnutricion materna no afecté al tamafio de la
camada, los fetos presentaron un menor crecimiento (peso y longitud) que los
fetos de madres control y confirman que este modelo experimental produce
IUGR (Muid6z-Valverde et al., 2015; Rodriguez-Rodriguez et al., 2015) de
forma similar a lo descrito en humanos y en otros modelos animales de
programacion fetal por restriccion caldrica, restriccion proteica o insuficiencia
placentaria (Barker and Clark, 1997; Nusken et al., 2008; Belkacemi et al.,
2011; Ramadan et al., 2013). EI menor desarrollo fetal en las ratas MUN puede
estar relacionado con la deficiencia en proteinas maternas y, por tanto, la
disponibilidad de aminoacidos al feto como elemento estructural. Aunque los

LCPUFA no estaban alterados en el plasma materno, su menor concentracion
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en la placenta sugiere que pueden estar deficientes en el feto, lo que también

contribuiria al peor crecimiento.

Nuestros datos indican que la desnutricion materna produce una elevacion de
los niveles de corticosterona en el feto de forma similar a lo encontrado en
otros modelos de desnutricion (Lesage et al., 2001). Ademas, también se ha
demostrado que la exposicion a altos niveles de glucocorticoides en la etapa
intrauterina reduce el peso al nacer y programa al feto para el desarrollo de
HTA en la edad adulta (Seckl, 2004). En condiciones normales, el feto esta
protegido de un exceso de glucocorticoides por el sistema enzimético
11BHSD2, presente en la placenta, habiéndose descrito que una deficiencia en
este sistema enzimatico produce bajo peso al nacer (Kajantie et al, 2003).
Situaciones de estrés durante la gestacion, como la desnutricion (Lesage et al.,
2006) o la exposicion a toxicos medioambientales (Zhang et al., 2015), pueden
afectar a este sistema enzimatico reduciendo su expresion y permitiendo que
los fetos estén expuestos a altos niveles de glucocorticoides. Nuestros
resultados sugieren que el bajo peso al nacer de los fetos MUN podria estar
relacionado, no solo con la deficiencia de nutrientes en la madre, sino también

con un exceso de corticosterona y una elevacién del catabolismo fetal.

En la rata MUN hemos demostrado previamente que los machos desarrollan
HTA en la edad adulta, mientras que las hembras se mantienen normotensas
hasta el envejecimiento (Rodriguez-Rodriguez et al., 2017). En este estudio
hemos evaluado posibles alteraciones en oOrganos relacionados con la
regulacion cardiovascular, con objeto de determinar si ya en la etapa fetal se
produce una deficiencia en el desarrollo de estos 6rganos de forma sexo-

dependiente.

Se ha descrito que el tamafio renal y el nUmero de nefronas es menor en fetos
de animales expuestos a condiciones adversas en la etapa intrauterina
(Zimanyi et al.,, 2002), lo cual se ha sugerido que puede participar en el
desarrollo de HTA (Zohdi et al., 2012). Nuestros datos indican una reduccion
del peso relativo del rifidn tanto en machos como en hembras, lo que indica
gue no hay un dimorfismo sexual en cuanto al efecto de la desnutricién sobre el
crecimiento fetal de este 6rgano. Sin embargo, si parece existir un efecto sexo-

dependiente en cuanto a la influencia de la desnutricibn materna sobre el
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desarrollo del corazoén fetal, como demuestra el hecho de que sélo el corazén
de los machos MUN presenta un menor peso relativo a G20. En otros modelos
experimentales de desnutricibn se ha demostrado que demuestran que el
ndamero de cardiomiocitos esta disminuido al nacimiento en estas condiciones
(Corstius et al., 2005). Sin embargo, en estos estudios no se analizan posibles
diferencias entre sexos. En el modelo experimental MUN se ha demostrado
qgue en la etapa postnatal se produce un crecimiento acelerado y que algunos
organos y tejidos como la aorta (Gutiérrez-Arzapalo et al., 2017), el tejido
adiposo (Mufiéz-Valverde et al., 2015) y el corazon (Rodriguez-Rodriguez et
al., 2017) sufren hipertrofia que se muestra por igual en ambos sexos excepto
la hipertrofia cardiaca que solo aparece en los machos. Los resultados de esta
tesis sugieren que la hipertrofia postnatal observada tiene un origen fetal; es
decir, aquellos 6rganos que presentan déficit de crecimiento en la etapa fetal,
sufren fendmenos de hipertrofia cuando la disponibilidad de nutrientes vuelve a
condiciones Optimas. Estas alteraciones del corazén en los machos MUN
pueden estar relacionadas con su mayor predisposicion al desarrollo de HTA
en la edad adulta (Ross and Beall, 2008; Rodriguez-Rodriguez et al., 2017,
Gutiérrez-Arzapalo et al., 2017).

/EI pobre crecimiento fetal producido por la desnutricion materna se asocia\
con una menor disponibilidad de nutrientes y con un mayor catabolismo,
mediado por niveles elevados de corticosterona fetal. El crecimiento
deficiente del corazén en fetos macho puede contribuir al dimorfismo sexual

en el desarrollo de HTA.

- J
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2. Efecto de la suplementacion con ARA+DHA durante la gestacion

Los LCPUFA, en particular ARA y DHA, son esenciales para el desarrollo fetal
principalmente del sistema nervioso, ya que son importantes componentes de
los fosfolipidos de membrana (Cetin et al.,, 2009). La placenta y el feto no
poseen suficiente actividad desaturasa para sintetizar estos acidos grasos, por
lo que su fuente principal es de origen materno (Gil-Sanchez et al., 2011). Las
dietas occidentales son deficitarias en DHA por lo que frecuentemente se
suplementa a la madre durante la gestacibn con este acido graso. Sin
embargo, metanalisis recientes indican que dicha suplementacion no tiene un
claro beneficio sobre el desarrollo fetal (Imhoff-Kunsch et al., 2012; Saccone et
al., 2015). Este hecho puede estar relacionado con la interaccion entre DHA y
ARA, ya que comparten enzimas en su ruta de sintesis. Apenas existen datos
de la suplementacion con ambos acidos grasos durante la gestacién en
humanos. Sin embargo, si hay numerosos estudios con esta intervencion
durante la lactancia. En ellos se ha observado que si la suplementacion no
incluye ambos &cidos grasos puede resultar en un impacto negativo en el
crecimiento y en el neurodesarrollo (Colombo et al., 2017; Lien et al, 2018).
Ademas, en humanos la leche materna presenta una mayor proporciéon de ARA
que DHA, por lo que las Ultimas recomendaciones sugieren que la
suplementacion durante la lactancia debe contener ambos acidos grasos y con
una mayor proporcion de ARA. También se ha demostrado que la proporcion
1:1 o 1.2 de DHA:ARA favorece el neurodesarrollo en nifios prematuros

alimentados con férmula (Hadley et al., 2016).

Por otro lado, estudios en rata también avalan la necesidad de ARA y DHA
para el adecuado crecimiento fetal y postnatal. Estos estudios ponen en
evidencia que un exceso en DHA restringe el desarrollo fetal relacionado con
una disminucién de la biodisponibilidad de ARA debido a inhibicién de su
sintesis por el DHA (Jiménez et al., 2017). La suplementacion con ARA en la
gestacion también es controvertida debido a un posible efecto deletéreo de
este acido graso relacionado con sus propiedades proinflamatorias. Por todo
ello consideramos oportuno evaluar en la rata qué efecto tiene una
suplementacion conjunta con ARA y DHA durante la gestacion. Puesto que se

ha descrito que la leche materna tiene una mayor proporcion de ARA que de
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DHA, en esta Tesis utilizamos una proporcién 2:1 de estos 4cidos grasos. Para

dTM

fabricar la dieta experimental utilizamos el compuesto Formulaid ™, que tiene

esta proporcion.
Efectos de la suplementacion en la madre

Figura 52. Cambios maternos en las ratas suplementadas
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LCPUFA, &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga; ARA, &cido araquidénico; DHA, acido
docosahexaendico; NG, crecimiento normal; IUGR, restriccion del crecimiento intrauterino; FR,
reabsorcion fetal.

La suplementaciéon con ARA+DHA durante la gestacion produjo una menor
ganancia de peso a G20. Nuestros datos sugieren que este efecto esta
relacionado con un deficiente crecimiento de la unidad fetoplacentaria y no
parece afectar a la ganancia ponderal de la rata gestante, ya que considerando
unicamente el peso de la madre (sin feto ni placenta), éste no se ve afectado
por la intervencion nutricional. Resultados similares se han encontrado en ratas
suplementadas con w3 durante la gestacion; esta intervencion, que produjo
deficiencia en el crecimiento fetal, tampoco afect6 al peso materno al final de la
gestacion (Jimenez et al., 2017). Estos datos difieren de los encontrados en el
otro modelo experimental utilizado en esta tesis, la rata MUN, en la que la
intervenciéon nutricional (reduccion de la ingesta en la segunda mitad de la
gestacion) redujo tanto el peso materno como el peso feto-placentario. Esta
diferencia se puede atribuir al hecho de que en la suplementacion con

ARA+DHA, no se modifica la ingesta cal6rica, ya que ambas dietas (control y
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experimental) son isocaldéricas y contienen cantidades similares de
macronutrientes mientras que en el modelo MUN, ésta se reduce al 50%.
Ademas, los niveles de glucemia y proteinas plasmaticas no se modificaron en
las ratas ED, mientras que en el modelo MUN, se evidencia una disminucion en
la cantidad de proteinas plasmaticas maternas. Como se ha sugerido en el
apartado 1 de la discusion, esta reduccion puede estar relacionada con los
elevados niveles de corticosterona y su efecto catabolico. Por el contrario, en
ratas alimentadas con ED los niveles de esta hormona no se modificaron. Esto
sugiere que la suplementacion de la dieta con LCPUFA no estd siendo

percibida como una situacion de estrés.

Aunque no se observaron diferencias en las concentraciones de otros
nutrientes, en el plasma de ratas alimentadas con ED observamos una mayor
proporcién de ARA y DHA, lo que significa que estos LCPUFA son absorbidos
y estan biodisponibles. Los datos también indican que parte del ARA y DHA
plasmatico procede de biosintesis en la rata gestante a partir de su
precursores, LA y ALA, respectivamente. El hecho de que los precursores se
encuentran en mayor proporcion en la dieta que en el plasma materno, sugiere
gue se estan consumiendo para sintetizar ARA y DHA. Nuestros datos también
apuntan a que existe una interaccion entre la biosintesis de ambos acidos
grasos, al encontrarse una correlacién negativa en sus niveles plasméaticos en
las ratas suplementadas. La mayor concentracion de ARA en la dieta ED
podria interferir con el metabolismo del DHA ya que, estos LCPUFA comparten
sistemas enzimaticos. Una interaccion similar se ha descrito anteriormente en
ratas expuestas a dietas suplementadas con aceite de pescado, elevado en
DHA, donde se ha propuesto que el exceso de este acido graso participa en la
reduccion de ARA biodisponible a través de la disminucién de la expresion de

A6-desaturasa (Jimenez et al., 2017).

Uno de los resultados mas relevantes de este estudio fue la evidencia de que la
suplementacion con ARA+DHA condujo, en general, a un peor desarrollo fetal.
Esto sugiere una toxicidad de esta suplementacién, ya sea por dosis excesivas
o por ser administrados en periodos especialmente vulnerables de la gestacion.
Datos en la literatura indican que en la rata, una suplementacion de hasta

2500mg/kg/dia y 1250mg/kg/dia de ARA y DHA respectivamente, no resulta
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toxica en la gestacion (Arterburn et al., 2000). Puesto que en nuestro caso las
concentraciones administradas son muy inferiores a estas (ARA: 405mg/kg/dia;
DHA: 189mg/kg/dia), la razén de la toxicidad observada puede ser atribuida al
periodo de administracion. En nuestro estudio la suplementacion se llevo a
cabo durante toda la gestacion, mientras que en el estudio de Arterburn solo se
administrd entre los dias 6 a 15. Ademas, esta sugerencia esta apoyada en el
hecho de haber encontrado ratas en las que no ha habido descendencia y

signos de reabsorcion fetal, lo que sugiere problemas en la implantacion.

Aunque todas las ratas suplementadas estuvieron sometidas a las mismas
condiciones e ingirieron la misma dieta, no todas presentaron alteraciones en el
resultado de la gestacion. Asi, encontramos tres patrones diferentes; algunas
de las madres tuvieron camadas de tamafio y crecimiento normal, otras
tuvieron camadas con pocas crias y con presencia de IUGR y tres de ellas
sufrieron reabsorcion fetal. Estos distintos patrones estan relacionados con los
niveles relativos de ARA y de DHA en el plasma materno. Los resultados
sugieren que el ARA tiene un efecto negativo sobre la implantacion y el
desarrollo fetal, al encontrar que los niveles méas altos de ARA se relacionan
con madres que tuvieron reabsorcidn fetal, y los mas bajos con madres que
desarrollaron una gestacion normal. Sugerimos que estos diferentes patrones
pudieran ser atribuidos a diferencias en el metabolismo materno, de manera
que aquellas ratas con mayor sintesis de ARA, generarian un exceso de este
LCPUFA, y que niveles excesivamente altos de ARA podria estar promoviendo
procesos inflamatorios. EI ARA es una molécula proinflamatoria (Innes and
Cadler, 2018) y, en modelos in vitro se ha observado que, en exceso, tiene
propiedades citotoxicas (Pompeia et al., 2003). Sugerimos que en las ratas que
tuvieron reabsorcion fetal, el proceso de implantacion estaba posiblemente
afectado por fendbmenos inflamatorios a través de prostaglandinas, moléculas
derivadas del ARA, que desempefian un papel indispensable en la implantacion
del embrion, pero que en exceso pueden dar lugar a su fracaso (Sallen, 2014).

-

El DHA y ARA de la dieta estan disponibles en el plasma, existiendo también
biosintesis a partir de sus precursores. Un exceso de ARA interfiere en la

biodisponibilidad de DHA y se relaciona con alteraciones en la implantacion y

\el desarrollo fetal, posiblemente relacionado procesos inflamatorios. )
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Alteraciones en la placenta

Figura 53. Alteraciones en la placenta de las ratas suplementadas
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LCPUFA, acidos grasos poliinsaturados de cadena larga; ARA, acido araquidénico; DHA, acido
docosahexaendico; NG, crecimiento normal; IUGR, restricciéon del crecimiento intrauterino; FR,
reabsorcion fetal.

Como se mencioné anteriormente, los nutrientes de la circulacibn materna
absorbidos por la placenta se utilizan para su propio desarrollo y funcién, asi
como para asegurar un ambiente estable para el crecimiento y desarrollo fetal
(Herrera, 2002; Brett et al., 2014). Entre los diversos nutrientes, los acidos
grasos, especialmente los LCPUFA, son uno de los nutrientes mas importantes
para la placenta desde el momento de la implantacion, ya que ésta requiere
una fuente de energia abundante y constante y los utiliza como combustible
metabdlico (Rakheja et al., 2002). Por otro lado, la obtencién de acidos grasos
por el feto depende de la dieta materna, asi como del transporte y metabolismo
placentario (Haggarty, 2010). La actividad de las desaturasas A5 y AG, las dos
enzimas clave requeridas para la conversion de LA y ALA en ARA y DHA
respectivamente, no son detectables en la placenta humana, lo que sugiere
que ésta carece de la capacidad de sintesis de estos LCPUFA. Nuestros
resultados también apoyan que el contenido de ARA y DHA en la placenta

procede de la circulacion materna y que no hay sintesis placentaria. Por lo
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tanto, la capacidad de la placenta para extraer estos LCPUFA de la circulacion
materna y de transportarlos al feto es una cuestion determinante para el
desarrollo fetal (Leghi and Muhlhausler, 2016).

En nuestro estudio, el peso de la placenta fue mayor en las ratas expuestas a
ED y se encontrd un paralelismo cercano entre los niveles de ARA 'y DHA en el
plasma materno y en la placenta. Esto sugiere que los LCPUFA podrian
estarse acumulando en la placenta, utilizandose para su crecimiento y podrian
no estar disponibles para el feto. Resultados similares se han encontrado en
embarazos con IUGR en humanos, en los que se encuentra un mayor
contenido LCPUFA en la placenta y donde se almacenan preferentemente,
reduciéndose su disponibilidad para el feto (Chassen et al., 2017). En ratas
alimentadas con ED se observé que existia una relacion directa entre los
niveles placentarios de ARA y un pobre crecimiento fetal, mientras que las
placentas de las camadas con crecimiento normal tenian los niveles mas bajos
de ARA y mas altos de DHA. Se han observado resultados similares en ratas
alimentadas con dietas enriquecidas con LCPUFA, donde las concentraciones
mas altas de ARA se asocian con peor crecimiento fetal y mayor peso de la

placenta (Herrera, 2002).

Como se menciond en la primera parte de la discusién, la gestacion esta
asociada a una elevacion en la produccion de ROS en la placenta, con
funciones fisiol6gicas. En condiciones normales esta elevacion esta equilibrada
con un aumento en los antioxidantes maternos. Sin embargo, si existe un
desequilibrio entre esta elevacion y los sistemas antioxidantes puede
producirse una situacion de estrés oxidativo (Duhig et al., 2016; Espinosa-Diez
et al.,, 2015). Un estado pro-oxidativo de la placenta puede afectar al
crecimiento fetal, tal y como se ha descrito en algunas patologias gestacionales
como la PE (Aouache et al., 2018) y el IUGR (Biri et al., 2007), asociadas con
bajo peso al nacer. Uno de nuestros objetivos fue evaluar si los LCPUFA de la
ED, tenian un efecto sobre el estado oxidativo de la placenta, ya que este
aspecto aun es controvertido. En nuestro estudio, encontramos mayores
niveles oxidacion a proteinas y lipidos en las placentas del grupo ED, lo que
sugiere que la suplementacion con ARA+DHA promueve el estrés oxidativo de

la placenta. Aunque en este modelo no se analizaron las enzimas implicadas
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en el balance redox, al igual que ocurre en el modelo MUN, sugerimos que este
estado pro-oxidativo de la placenta esta relacionado con un exceso de
produccion de ROS, y que la elevacion de algunos antioxidantes en el plasma
materno es un posible mecanismo compensatorio aunque insuficiente. No
creemos que este efecto esté relacionado con la oxidacion de la dieta, ya que

dTM

se prepar6 en una atmosfera libre de oxigeno, el Formulai contiene

antioxidantes y el pienso se conservo a temperatura fria.

Nuestros resultados sugieren que el ARA de la ED parece ser el &cido graso
con efectos negativos, como demuestra el hecho de la correlacion positiva
entre los niveles maternos de ARA vy la peroxidacién lipidica de la placenta.
Diversos estudios sugieren una implicacion del ARA en los procesos oxidativos,
probablemente a través de la induccién de un entorno inflamatorio, mediado
por eicosanoides derivados de ARA (Calder, 2017). Por otro lado, el hecho que
no se observe asociacion entre los niveles de DHA materno y el dafio oxidativo
de la placenta sugiere que el DHA no esta implicado en este proceso, aunque
si podria sufrir procesos de peroxidacion lipidica (al igual que el ARA) debido a
su alto grado de insaturacién (Song et al., 2000; Nowak, 2013). De forma
similar a lo observado en el modelo MUN, la placenta femenina parece ser mas
susceptible de fendmenos oxidativos. Aunque no determinamos la expresion de
enzimas especificas, es posible que esta mayor susceptibilidad esté

relacionada con una menor expresio de estas enzimas antioxidantes.

(e

crecimiento. Los altos niveles de ARA materno se asocian a peroxidacion

\

| ARA y DHA de la dieta ED se acumulan en la placenta, contribuyendo a su

lipidica de Ila placenta, posiblemente relacionado con fenémenos

inflamatorios. Existe un dimorfismo sexual en la respuesta de la placenta a la

\oxidacién con una mayor susceptibilidad en hembras. /
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Efectos en el feto

Figura 54. Cambios fetales tras la suplementacion con ARA+DHA

Suplementacion con ARA+DHA

| ! |

No. de fetos por o Corticosterona
camada Ceciei e Peso de érganos sin
Alterado ’ alteraciones

Machos Hembras
Rifion y
corazon Rifion

La dieta experimental restringié el crecimiento fetal, evidenciado por el menor
peso y la longitud de los fetos. Exploramos si los efectos perjudiciales de la
dieta experimental sobre el crecimiento fetal podrian atribuirse al ARA o al
DHA. Nuestros datos apuntan al exceso de ARA como responsable del
deficiente crecimiento fetal, como demuestra la correlacion negativa entre la
concentracion de ARA en la placenta y el peso fetal. Por el contrario, el DHA
muestra una relacion positiva, sugiriendo un efecto protector sobre el
crecimiento fetal. Existen diversos estudios en donde entre los beneficios del
DHA se encuentra un mayor peso al nacer (Carlson et al., 2013).

A diferencia de nuestros resultados, en el estudio de Arterburn y colaboradores
se encontrdé que concentraciones ARA superiores a las nuestras no restringio el
crecimiento fetal. Sin embargo, esta intervencion se realizo durante los dias 6 a
15 de gestacion (Arterburn et al., 2000), lo que sugiere que los resultados
negativos de nuestro estudio podrian estar relacionados con el mayor tiempo
de exposicion fetal a la dieta. El tiempo de intervencion méas prolongado
también puede explicar que el efecto negativo sobre el crecimiento fetal
observado tras la suplementacion con ARA+DHA fue incluso mas acentuado

gue el inducido por la restriccién nutricional.

En relacién al mecanismo responsable, sugerimos que el IUGR inducido por el

ARA posiblemente esta relacionado con fendmenos inflamatorios y oxidativos
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de la placenta. Un exceso de ARA y, por consiguiente, de inflamacion en la
etapa de implantacion puede explicar la reabsorcion fetal observada en nuestro
estudio. Existe evidencia de que la inflamacién desempefia un papel central en
la fisiopatologia del aborto espontaneo, ya que varios estudios han detectado
niveles elevados de citoquinas y quimiocinas inflamatorias tanto de manera
sistémica como localmente en la placenta (Robb et al., 2017). Por otra parte,
sugerimos que el exceso de ARA durante el periodo de organogénesis también
explica la restriccion del crecimiento observado. Los efectos del ARA sobre el
crecimiento fetal también parecen estar asociados con un estado pro-oxidativo
de la placenta, como demuestra la correlacién negativa observada entre la

peroxidacion lipidica placentaria y el peso fetal.

Observamos que el efecto negativo de la intervencion sobre el crecimiento
corporal con la dieta fue mas acentuado en las hembras. Se ha propuesto que
las respuestas de la placenta en roedores a la dieta materna presentan un
pronunciado dimorfismo sexual, ya que la placenta femenina es mas sensible a
las intervenciones nutricionales con un cambio mayor en la expresion génica
(Mao et al., 2010). En principio cabe esperar que la placenta femenina esté
mejor adaptada ante ambientes intrauterinos adversos. Sin embargo, nuestros
resultados indican que la placenta de hembras del grupo ED presentan
mayores niveles de estrés oxidativo. Sugerimos que este hecho esta
relacionado con el peor crecimiento observado en las hembras (24% menor
que fetos control) en comparacion con los machos (19% menor que los fetos
control). Ademas, se encontr6 una correlacion negativa entre los niveles de

peroxidacién lipidica y el peso de los fetos hembra.

La exposicion a la dieta suplementada también indujo una reduccion del peso
relativo tanto del riién como del corazén. Estos dato no han sido previamente
descritos en la literatura y muestran un patrén similar al observado en las ratas
MUN. Esto sugiere que esta intervencion nutricional que compromete el
crecimiento de oOrganos importantes en el control cardiovascular, también
podria predisponer el desarrollo posterior de enfermedades cardiometabdlicas.
Asimismo se encontr6 el mismo dimorfismo sexual en las alteraciones
organicas con un menor peso del corazon solo en machos, lo que apoya que a

largo plazo los machos pudieran desarrollar HTA. Esta hipétesis podria ser
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confirmada realizando un seguimiento de la camada a largo plazo. Las
alteraciones en el crecimiento no parecen estar relacionadas con la
corticosterona ya que esta hormona no se encontro elevada ni en la madre ni

en el feto.

ﬂsuplementacién con ARA+DHA durante toda la gestacion interfiere cm

la implantacién y el crecimiento fetal, probablemente debido al periodo de

intervencién durante toda la gestacidén. Los efectos negativos de la dieta
sobre el crecimiento fetal estan relacionados con el ARA y no con el DHA,
posiblemente a través de estrés oxidativo e inflamacion de la placenta. El
mayor dafo oxidativo en la placenta femenina esta relacionado con un peor
crecimiento en las hembras. Sin embargo, los efectos deletéreos de la

suplementacion sobre el crecimiento del corazon son mas marcados en

machos, lo que podria estar relacionado con la programacion fetal de

knfermedad cardiometabdlica en la edad adulta. /
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La restriccion nutricional durante la segunda mitad de la gestacion, en la rata:

1. Aumenta el catabolismo materno, asociado a la elevacion de corticosterona,
lo que permite mantener la glucemia, probablemente mediante
gluconeogénesis a partir de aminoécidos.

2. Incrementa los antioxidantes plasmaticos, como mecanismo compensatorio
ante una elevacion de ROS asociada al mayor catabolismo.

3. Induce un deficiente desarrollo de la placenta, sin cambios aparentes en la
angiogénesis y dafio oxidativo, que es mas acentuado en las hembras.

4. EI dafo oxidativo placentario presenta dimorfismo sexual, siendo
consecuencia de la elevacién de enzimas productoras de ROS en los
machos y de la disminucién de enzimas antioxidantes en las hembras.

5. Produce, en ambos sexos, restriccion del crecimiento intrauterino asociado
con una menor disponibilidad de proteinas y LCPUFA del feto y con el dafio
oxidativo de la placenta.

6. Produce una deficiencia en el desarrollo renal en ambos sexos, mientras
que solo afecta al crecimiento del corazon en machos; esto podria estar
relacionado con la mayor susceptibilidad del sexo masculino al desarrollo de

HTA y disfuncion cardiaca.

La suplementacion de la dieta con ARA+DHA durante toda la gestacion, en la

rata:

1. Aumenta la disponibilidad de ARA y DHA en el plasma materno, por su
absorcion desde la dieta y la sintesis a partir de sus precursores, existiendo
una correlacion negativa en la disponibilidad de ambos acidos grasos.

2. Produce restriccion del crecimiento intrauterino asociado con los niveles de
ARA, pero no de DHA, y con estrés oxidativo de la placenta.

3. El mayor impacto de la dieta sobre el crecimiento fetal en las hembras se
asocia con un mayor dafio oxidativo placentario.

4. No presenta dimorfismo sexual en el desarrollo renal pero induce un peor

desarrollo cardiaco en machos.
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Considerando de manera global, los resultados de esta tesis permiten concluir
que diferentes desequilibrios nutricionales durante la gestacion tienen en
comun:
e Un estado pro-oxidativo en la placenta que participa en la restriccion del
crecimiento fetal.
e Un peor desarrollo del corazon en los machos, que es independiente de
las alteraciones de la placenta, y puede contribuir al dimorfismo sexual en

la programacion fetal de la enfermedad cardiovascular.
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Nutritional restriction during the second half of pregnancy in the rat:

1.

Increases maternal catabolism, associated with the elevation of
corticosterone, which allows maintaining glycemia, probably by
gluconeogenesis from amino acids.

Increases plasma antioxidants, as a compensatory mechanism against an
increase in ROS associated with elevated catabolism.

Induces a poor development of the placenta, with no apparent changes in
angiogenesis and generates placenta oxidative damage, with a higher
impact in females.

Placental oxidative damage has a sexual dimorphism, being consequence
of the elevation in ROS-producing enzymes in males and the decrease in
antioxidant enzymes in females.

Produces, intrauterine growth restriction in both sexes, which is associated
with a lower availability of proteins and LCPUFA in the fetus and with
oxidative damage of the placenta.

Produces a deficiency in renal development in both sexes, while it affects
heart growth only in males; this could be related to the greater susceptibility

of male sex to develop hypertension and cardiac dysfunction.

Diet supplementation with ARA + DHA throughout pregnancy in the rat:

1.

Increases the availability of ARA and DHA in the maternal plasma, through
absorption from the diet as well as from synthesis from their precursors,
with a negative correlation between both fatty acids.

Produces intrauterine growth restriction associated with ARA, but not DHA

levels, and with oxidative stress of the placenta.

. The greater impact of diet on fetal growth in females is associated with

greater placental oxidative damage.
It does not present sexual dimorphism in the renal development but induces

a worse cardiac development in males.
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Considering these data globally, the results of this Thesis allow to conclude that
different nutritional imbalances during pregnancy have in common:
e A pro-oxidative state in the placenta that participates in the restriction of
fetal growth.
e A worse development of the heart in males, which is independent of
alterations of the placenta, and may contribute to sexual dimorphism in

the fetal programming of cardiovascular diseases.
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