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Resumen

El sobrepeso y la obesidad de la madre durante la gestacion son condiciones cuya
prevalencia se encuentra en aumento en Chile y el mundo. La obesidad materna tiene un
impacto inmediato sobre el desarrollo normal del embarazo, que puede trascender a la
generacion posterior contribuyendo al desarrollo de obesidad y enfermedades cronicas no
transmisibles. Una mayor produccién de estradiol a nivel ovarico podria explicar diversas
alteraciones que ocurren en ratas hijas de madres obesas tratadas con una dieta alta en
grasa, tales como la pubertad adelantada y un menor desarrollo folicular. Modelos
experimentales evidencian que la administracion de agentes estrogénicos durante el
desarrollo induce un aumento de la expresion de la enzima aromatasa en distintos tejidos
durante la adultez. Segun los antecedentes expuestos hemos planteado la hipétesis de que la
obesidad inducida por una dieta alta en grasa previo y durante la gestacion y lactancia
incrementa la expresion ovarica de aromatasa y la secrecion ovarica de estradiol en ratas
pre-puberes y adultas descendientes. El principal objetivo de este estudio es determinar la
expresion ovarica de cyp19 y la capacidad ovarica de secrecién de estradiol en ratas de 30 y
60 dias descendientes de madres obesas (HF), en comparacion con ratas controles. Para ello
se cuantifico la expresion de cypl19 en ovario por PCR en tiempo real. La capacidad ovarica
de secrecion de estradiol se determin6 por medio de la incubacidn de ovarios ex-vivo. Se
determinaron los niveles séricos de estradiol por ELISA. Para los analisis estadisticos se
utilizé T-student y Two-way ANOVA. No se observo cambios en los niveles de ARNm de
cypl9 y tampoco en la secrecion ovarica de estradiol en el grupo HF comparado con el

grupo control. Hubo un aumento en la concentracion de estradiol sérico a los 30 dias de
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edad, y un aumento del peso corporal en ratas hijas de madres obesas a los 30 y 60 dias de
edad. Por lo tanto, el aumento de estradiol sérico en hijas de madres obesas no es producto
de una mayor aromatizacion ovarica de testosterona a estradiol, sino que podrian deberse a
una aromatizacion en otros tejidos como el tejido graso. Una proyeccion a corto plazo de
este trabajo evalia medir la expresion de cypl9 en tejido graso y ademas analizar los

niveles de la proteina aromatasa.



Abstract

Maternal overweight and obesity during pregnancy are conditions whose prevalence is
increasing in Chile and the world. Maternal obesity has an immediate impact on the normal
development of pregnancy, which can transcend to the next generation. It has been shown
in experimental models that administration of estrogenic agents during development
induces increased expression of the aromatase enzyme in different tissues during adulthood.
Increased production of ovarian estrogen level could explain various alterations that occur
in rats daughters of obese mothers treated with a diet high in fat such as early puberty and
reduced follicular development. According to the above background we hypothesized that
obesity induced by a high fat diet before and during pregnancy and lactation increases
ovarian aromatase expression and ovarian estradiol secretion in prepubertal and adult rat
offspring. The main objective of this study was to assess ovarian cypl9expression and
ovarian estradiol secretion capacity in rats of 30 days and 60 days old descendent from
obese mothers (HF) rats compared to controls. Cypl9 expression in the ovaries was
quantified by real-time PCR. Evaluation of the ovarian estradiol secretion capacity was
performed by ex-vivo incubation of the ovaries. Serum estradiol levels were determined by
ELISA. Statistical analyzes were performed using T-student or Two-way ANOVA. No
changes were observed in the levels of cypl9 mRNA and in ovarian secretion of
estradiolHF rats compared to controls. In addition, there was an increase in the serum
concentration of estradiol at 30 days old, and a higher weight in HF rats at 30 and 60 days
old. Therefore, increased in estradiol HF rats is not due to greater ovarian aromatization of

testosterone to estradiol, but may be due to an aromatization of testosterone to estradiol in
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other tissues, such as fat. A short-term projection of this work is to evaluate the expression

of cyp19 in fat tissue and also analyze the aromatase protein levels.
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Introduccion

Las tasas de obesidad en el mundo se han més que duplicado y casi triplicado desde el afio
1980 hasta hoy. La obesidad ha sido descrita por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) como una pandemia, siendo el problema de salud publica que aqueja tanto a paises
desarrollados como en aquellos que estan en vias de desarrollo, especialmente en las areas

urbanas [1].

Cada afo fallecen 2,8 millones de personas en el mundo a causa de la malnutricién por
exceso de nutrientes [2]. Dentro de los paises desarrollados en que ha incrementado la
obesidad, Estados Unidos presenta niveles de obesidad alarmantes, con un 35,7% de

adultos obesos en la actualidad [3].

Chile no escapa a esta realidad, el 67% de la poblacion adulta presenta algin grado de
malnutricién por exceso de nutrientes segun la Encuesta Nacional de Salud del afio
2010 [4]. De este grupo de individuos que presenta malnutricién por exceso, el 25,1% son
obesos. La obesidad presenta diferencias por sexo, siendo el 30,7% de los individuos
obesos mujeres y el 19,2% hombres. Ademas, existe una relacion inversamente

proporcional entre el nivel socioeconémico y educacional de la poblacion [4].

Actualmente, cerca de 35 millones de nifios se encuentran con sobrepeso y obesidad en los
paises en vias de desarrollo, mientras que esta cifra desciende a 8 millones de nifios en
paises desarrollados [2]. En Chile, la prevalencia de obesidad en menores de 6 afios alcanzo
por primera vez los dos digitos en el afio 2013, con un 10,3% [5].
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La obesidad es definida como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud. Un indice de Masa Corporal (IMC) igual o superior a 30 kg/m? [2]
es el criterio diagndstico actual para declarar obesidad en personas adultas. A nivel
mundial, la media del IMC ha ido aumentando desde el afio 1980 en aproximadamente 0,4
por kg/m? por década [6]. Este aumento de IMC se relaciona ademés con el riesgo de
padecer enfermedades crénicas de diversos tipos; por ejemplo: el exceso de peso es un
factor que predispone al desarrollo de enfermedades como hipertension arterial,
dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2 y sindrome metabolico [7, 8]. Estas afecciones dan
cuenta del 45% de la carga de enfermedades a nivel global [2]. En nuestro pais las
enfermedades cardiovasculares se presentan como la primera causa de muerte, dentro de
ellas la enfermedad isquémica del corazon y la enfermedad cerebrovascular son las

principales causas [9].

La prevalencia de obesidad alcanzé el 35,8 % entre mujeres estadounidenses mayores de 20
afios [3], es mas, el aumento de la obesidad en las mujeres de edad fértil (20-44 afios) se ha
vuelto comin en el mundo. Estas alarmantes cifras proyectan un probable aumento de la
obesidad en madres gestantes a nivel global. En Chile mas del 50% de las mujeres
embarazadas controladas en el Sistema Nacional de Servicio de la Salud (SNSS) presenta
sobrepeso u obesidad. Peor aun, se observa un fuerte incremento de la obesidad durante la
gestacion a medida que aumenta la edad de la madre, triplicandose la prevalencia en un

lapso menor a 20 afos [10].

El creciente nimero de embarazadas obesas genera gran preocupacion debido a las

implicancias de esta patologia sobre la gestacion, el parto y el desarrollo del feto [11, 12].
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Por ejemplo, la obesidad durante la gestacion aumenta el riesgo de diabetes gestacional,
preeclampsia [11, 13], insuficiencia placentaria, macrosomia, parto prematuro, muerte fetal
[11, 12, 14], hiperandrogenismo, y aborto espontaneo durante el primer trimestre de
embarazo [15, 16]. Por otra parte, la obesidad aumenta el nimero de intentos fallidos de

fertilizacion in vitro [16].

El impacto de la obesidad durante la gestacion no se restringe solamente al periodo
gestacional o posnatal temprano, sino que se perpetla hasta la adultez [14]. En este
contexto, los cambios fisioldgicos de un 6rgano o tejido ante un estimulo o injuria durante
periodos sensibles del desarrollo fetal resultan en consecuencias funcionales adversas a
largo plazo en la descendencia. A este efecto se le denomina “Reprogramacion Fetal” o
“Programming” [17]. Una de las primeras observaciones epidemioldgicas relacionadas a la
reprogramacion fetal de patologias especificas fue el trabajo realizado por Barker y cols. En
este trabajo son discutidos efectos tales como la obesidad, hipertension arterial, resistencia
a la insulina y dislipidemia como afecciones de la descendencia de madres obesas [18, 19].
El aumento del IMC materno previo y durante el embarazo se asocian con sobrepeso,
obesidad [20-22] y factores de riesgo cardiometabdlicos como un incremento en la
adiposidad [23] en la descendencia. Efectos similares han sido ampliamente descritos en
modelos animales de obesidad materna durante la prefiez y la lactancia [24]. Ratas
descendientes de madres alimentadas con una dieta alta en grasa presentan obesidad,
hiperleptinemia y resistencia a la insulina independiente de su dieta postnatal [25]. Es mas,
se ha descrito que la descendencia de madres obesas presenta mayor cantidad de tejido

graso (adiposidad) [26], hipertension [27] [28], esteatosis hepética no alcohdlica [29, 30] y
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un perfil lipidico alterado [31] cuando se las compara con ratas descendientes de madres no
obesas. Finalmente, se ha demostrado que la sobrenutriciébn materna induce un aumento de
la adiposidad, intolerancia a la glucosa y una alteracion de los neurotransmisores
reguladores del apetito a nivel del sistema nervioso central en la descendencia [32]. La
mayoria de estos parametros son criterios diagndsticos de sindrome metabolico, que se ven

amplificados con una dieta postnatal alta en grasa.

El estado nutricional y metabdlico de la madre durante la gestacion desempefia un rol
fundamental en la funcion reproductiva de la descendencia. Diversos estudios
epidemiol6gicos han relacionado alteraciones nutricionales de la madre con un incremento
del riesgo de ovario poliquistico [33-35], cancer de mama [33, 36] y cancer de ovario [37]
en la descendencia. En modelos animales, ratas hijas de madres alimentadas con una dieta
alta en grasa durante la prefiez y la lactancia presentan una maduracion sexual temprana o
inicio anticipado de la pubertad [38-40]. Esta evidencia concuerda con un estudio
retrospectivo realizado en humanos, el cual estableci6 una relacion inversa entre el IMC de
las madres antes del embarazo y la edad de la menarquia de sus hijas. Particularmente, se
vio un aumento de la probabilidad de presentar la menarquia antes de los 12 afios de edad
en las hijas de madres con alto IMC durante el embarazo [41]. Recientemente nuestro
laboratorio ha demostrado importantes cambios en la foliculogénesis ovarica en ratas hijas
de madres sometidas a una dieta alta en grasa durante la gestacion; entre ellos, se observo
un menor desarrollo folicular y presencia de quistes ovaricos [38]. Ademas, otros autores
han demostrado que existe una alteracion de la ciclicidad estral manifestada en estros y

proestros persistentes en ratas hijas de madres obesas [39, 40]. Recientemente, otro grupo
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demostro en ratones que madres gestantes alimentadas con una dieta alta en grasa, previo y

durante la gestacion, disminuye el desarrollo folicular ovarico en la descendencia [42].

Por otro lado, el modelo de obesidad durante la gestacion inducido por dieta, presenta
efectos similares al modelo de estrogenizacién neonatal. Por ejemplo, existe un conocido
vinculo entre la exposicion temprana a estradiol (E;) o compuestos estrogénicos y el
desarrollo de una pubertad precoz [43-45]. También se ha observado un desarrollo folicular
alterado y presencia de ovario poliquistico en la adultez en ratas expuestas a altas
concentraciones de E, durante el desarrollo [44-46]. Por otra parte, las alteraciones
foliculares observadas en ratas hijas de madres obesas se acompafian de una disminucion en
la testosterona sérica y un incremento en el E; sérico [38]. De esta forma, el hecho de que
ratas hijas de madres obesas presenten niveles elevados de E, resulta muy interesante, y
permite pensar que el E, posee un posible rol como mediador de las alteraciones
reproductivas observadas en la descendencia de madres obesas durante la gestacion. En este
trabajo, proponemos que este incremento de E, plasmatico se debe a un incremento de los
niveles de la enzima cypl9 (aromatasa), limitante en la sintesis de E, [47]. Como parte de
esta investigacion, pretendemos demostrar que el incremento de E, y la disminucion de
testosterona en ratas adultas hijas de madres obesas se deben a un aumento de la expresion
de aromatasa. La rata es un buen modelo experimental ya que su ciclo vital es mucho méas
corto que el de los humanos, lo que permite un seguimiento a largo plazo en un menor
tiempo. A los 30 dias de edad las ratas ya estan proximas a la llegada a la pubertad y los

niveles de estradiol méas altos en esta edad pueden determinar la llegada adelantada de la
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pubertad. A los 60 dias de edad las ratas son adultas y ya han tenido al menos 4 ciclos

estrales presentando una madurez del eje hipotdlamo hipofisis ovario.

La enzima aromatasa se expresa principalmente en tejido ovérico, pero también se
encuentra en otros tejidos como cerebro y tejido adiposo. Independiente de esto, la
principal fuente de estrogenos en la hembra es el ovario, y durante el embarazo la placenta.
En el ovario, se encuentran las estructuras que alojan al ovocito, las que se conocen como
los foliculos ovaricos. Los foliculos son estructuras formadas por células de la teca en su
exterior, y células de la granulosa en el interior, las cuales se encuentran en contacto directo
con el ovocito. Particularmente, la enzima aromatasa se expresa en las células de granulosa
de los foliculos ovaricos, y sintetiza los estrégenos a partir de andrdgenos provenientes de
las células de la teca u otra fuente, como la glandula adrenal [48]. Al respecto, se ha
demostrado en varios modelos experimentales que la administracion de agentes
estrogenicos durante el desarrollo induce un aumento en la expresion de la enzima
aromatasa en ovario y distintos tejidos durante la adultez [49-51]. Considerando esto, una
mayor produccion de estrégenos a nivel ovéarico podria explicar alteraciones como la
pubertad adelantada y un menor desarrollo folicular, que se observan en ratas hijas de

madres obesas tratadas con una dieta alta en grasa [38].

De acuerdo a estos antecedentes, creemos que la obesidad durante la gestacion y la
lactancia pueden incrementar la expresion de la enzima aromatasa en la descendencia, lo

que podria llevar a un incremento en la sintesis y secrecion de E, durante el desarrollo.
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Hipotesis

La obesidad inducida por una dieta alta en grasa previo y durante la gestacion y lactancia
incrementa la expresion ovarica de aromatasa y la secrecion ovarica de estradiol en ratas

prepUberes y adultas descendientes.
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Objetivos

Obijetivo General

e Determinar la expresion ovarica de cypl9 y la capacidad ovarica de secrecion de
estradiol en ratas de 30 y 60 dias descendientes de madres obesas en comparacion

con ratas controles.

Obijetivos Especificos

e Evaluar diferencias en el peso corporal a los 30 y 60 dias en ratas hijas de madres
alimentadas con una dieta alta en grasa, comparado con ratas hijas de madres
alimentadas con una dieta control.

e Cuantificar la expresion de cypl9 en ovario de ratas hijas de madres alimentadas
con una dieta alta grasa, comparado con ratas hijas de madres alimentadas con una

dieta control, al dia postnatal 60.

e Determinar la capacidad ovarica de secrecion de estradiol ex-vivo en ratas hijas de
madres alimentadas con una dieta alta grasa, comparado con ratas hijas de madres

alimentadas con una dieta control, al dia postnatal 30.
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Metodologia

1. Disefio experimental

Animales:

Ratas de 200-250 g de peso de la cepa Sprague Dawley fueron alimentadas con una dieta
control (Dieta Champion: 23% Proteina, 64% Hidratos de Carbono, 13% Lipidos,
equivalentes a 349 Kcal/100g) o con una dieta alta en grasa (High Fat: HF, Research Diet™
USA; 20% Proteina, 20% Hidratos de Carbono y 60% Lipidos, equivalentes a 524
Kcal/100g). El grupo de ratas tratadas con dieta HF fueron alimentadas con dicha dieta por
30 dias y luego se cruzaron con machos reproductores. La prefiez se confirmd por la
presencia de espermatozoides en el frotis vaginal. Estas ratas continuaron siendo
alimentadas con dieta HF durante la prefiez y lactancia. Las ratas controles se mantuvieron
con comida control durante todo el periodo de estudio. Las determinaciones se realizaron
en las ratas hijas de madres obesas a los 30 dias y 60 dias de edad (Figura 1).

Serie experimental 1: En esta serie experimental se utilizaron muestras de ovarios de ratas
de 60 dias obtenidas en la tesis de Valery Ambrosetti y Marcelo Guerra, las cuales fueron
almacenadas a -80 °C [38] (Figura 1). En esta tesis se utilizaron muestras de ratas hijas de
madres obesas (n=6) o controles (n=10). Los niveles de E, de ratas adultas mostrados en
esta tesis corresponden a determinaciones realizadas por Valery Ambrosetti y Marcelo
Guerra [38].

Serie experimental 2: Utilizando el mismo disefio experimental del modelo anterior se
usaron muestras de ovarios de ratas hijas de madres obesas (n=7) o controles (n=6) con la

diferencia que la eutanasia se realizé a los 30 dias de edad (Figura 1).
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Figura 1. Disefio experimental de las ratas madres (verde) y de la descendencia (celeste). El peso
corporal y la ciclicidad estral de las ratas fueron controladas dos semanas previas al experimento. Luego de
esas dos semanas, un grupo de ratas se alimentd con dieta alta en grasa y otro grupo con la dieta de control
durante un mes. Posteriormente, las ratas se cruzaron y se mantuvo la dieta de cada grupo durante la prefiez y
la lactancia. La descendencia recibié una dieta control después del destete. Las muestras y los tejidos se

recogieron al dia postnatal 30 (pre-puberes) y al dia postnatal 60 (adultez).

Los animales permanecieron en el bioterio de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Valparaiso durante todo el procedimiento experimental. Todos los animales se mantuvieron
con acceso a comida y agua ad libitum, en una sala con temperatura controlada y con un
ciclo controlado de 12h luz: 12h oscuridad.

Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el comité de Bioética de la
Universidad de Valparaiso y el comité de Bioética de la Comision Nacional de

Investigacion, Ciencia y Tecnologia (CONICYT).
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2. Control de peso

Se tom¢ registro diario del peso de las ratas madres durante 4 semanas previo a la cruza,
durante la gestacion y lactancia. Las crias fueron pesadas diariamente desde su nacimiento
hasta el dia posnatal 60 para la serie experimental 1, y hasta el dia postnatal 30 para la serie

experimental 2.

3. Incubacién de ovarios ex-vivo

Los ovarios izquierdos de 13 ratas controles (n=6) e hijas de madres obesas (n=7) de 30
dias de edad fueron incubados en 2 ml de medio Krebs bicarbonato-albumina pH 7.4 (NaCl
118,6 mM, KCI 4,7 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgS04 1,2 mM, NaHCO3 25 mM, CaCl2 2,5
mM, glucosa 25 mM, &cido ascorbico 0,6 mM, EDTA 0,15 mM vy albdmina 0,1 g/L) por 3
horas, con el objetivo de medir la liberacidn basal de E,. Ademas, los ovarios derechos se
incubaron con gonadotrofina coriénica humana (hCG) por 3 horas (2,5 Ul/2mL, Sigma). La
incubacion se realizd en presencia de una mezcla O,/CO, (95%/5%). Los niveles de
secrecion de E; basal y estimulados con hCG durante 3 horas se determinaron por ELISA

competitivo.

4. Determinacion de los niveles séricos de estradiol por Inmuno-ensayo ligado a

enzima (ELISA)

La concentracion de E; en el suero y en los medios de incubacion se determind a las crias
hembras de la serie experimental 2 (30 dias de edad). Los niveles de E;, se determinaron por
ELISA de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Alpco Diagnostic, USA). Los niveles

de E, de ratas de 60 dias de vida fueron determinados por Valery Ambrosetti y Marcelo
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Guerra [38] previamente. La sensibilidad del ELISA fue de 10 pg/ml y la especificidad para
E, fue de un 100% con una reactividad cruzada de 1,6% con estriol, 1,3% con estrona y

menor al 0,1% con otras hormonas esteroidales.

5. Expresion de cypl9 por PCR en tiempo real

La extraccion de ARN total se realizd con el kit RNeasy® Mini Kit (QUIAGEN, Cat. No.
74104). Para la transcripcion reversa se utilizé la enzima SuperScript Il (In Vitro gen, Cat.
18064-014), buffer provisto por el fabricante, desoxinucleotidos, random primers (In Vitro
gen, Cat. 48190-011) e inhibidor de RNAasa (RNase OUT, In Vitro gen, Cat. 10777-019).
El cDNA obtenido de la transcripcion reversa fue amplificado por PCR en tiempo real
utilizando los siguientes primers para cypl9: Forward: 5 — GCA CGA GAA TGG CAT
CAT - 3* y Reverse: 5° — GTT AGA AGT GTC CAG CAT G - 3°. Se realizé una curva
estandar de calibrado en la cual el Ct es inversamente proporcional a la concentracion del
producto amplificado. Los datos fueron normalizados por el gen constitutivo 18s cuyos
primers son: Forward: 5° — TCA AGA ACG AAA GTC GGA GG - 3’ y Reverse: 5° —

GGA CAT CTAAGG GCATCACA-3".

6. Anélisis Estadistico

6.1 Expresion de los resultados y test estadistico

Los datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism® version 6.0. Los resultados
fueron expresados como el promedio + el error estandar medio (EEM). Se utilizo el error
estandar medio debido a que no todos los grupos tienen el mismo nimero de muestras, y

esta representacion considera el “n” de cada grupo. Las comparaciones entre l0s grupos
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control y HF fueron realizadas mediante la prueba de comparacion de media T-student.
Para la comparacion de control y HF en 2 condiciones experimentales (Basal y hCG) se
utilizé la prueba Two-way ANOVA. Se establecio los niveles de significancia de la
siguiente forma: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001 para indicar
diferencias estadisticamente significativas. Debido a lo evidenciado en la literatura, las
variables determinadas en esta tesis siguen una distribucion paramétrica, por lo que se

asumi6 una distribucién normal de los datos.

6.2 Eleccion del nUmero de muestra

En los estudios en animales de experimentacion debe existir un equilibrio entre el aspecto
estadistico y el bioético para determinar el nimero de muestra adecuado, considerando que
todos los animales son sometidos a eutanasia al final del estudio. Los animales de
experimentacién presentan una variabilidad muy baja con respecto al humano, ya que se
encuentran en condiciones controladas, por lo que un “n” entre 4 y 8 animales por grupo es
un valor adecuado, segun lo evidenciado en distintos trabajos publicados en el area [28, 30,
40, 45, 52]. Sin embargo, en esta tesis el “n” también depende de la cantidad de crias que

tienen las madres, ya que se hacen los anlisis con la descendencia.
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Resultados

A continuacién se presenta una caracterizacion del modelo de obesidad gestacional y su

impacto sobre la descendencia. Posteriormente, se describen los parametros analizados en

este trabajo.

1. Evaluacion de peso corporal en ratas descendientes de madres obesas

comparadas con controles a los 30 y 60 dias de edad

La diferencia de peso corporal comienza a ser significativa en ratas pre-puberes de 30 dias,

etapa previa a la apertura vaginal en ratas hembras. Las crias de madres alimentadas con

una dieta alta en grasa pesaron significativamente mas que las crias de madres controles

(Fig.2, p<0.0001; 70,13 + 2,264 n=16 grupo control vs 86,69 £ 2,490 n=16 grupo HF), al

dia postnatal 30. Ambas series experimentales fueron alimentadas con dieta control luego

del destete.
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Figura 2. Peso corporal al dia postnatal 30. La figura presenta el peso corporal en gramos de ratas machos
y hembras pre-puberes al dia 30 de edad. Los resultados se expresan como el promedio + EEM. Grupo control

n=16; Grupo HF n=16. **** p<0.0001 vs Control.
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Como se observa en la Fig.3 el peso corporal en ratas hembras y machos fue
significativamente mayor en las ratas hijas de madres alimentadas con una dieta alta en
grasa en comparacion con las ratas hijas de madres alimentadas con una dieta control al dia
30 postnatal (Fig. 3A. p<0.01; 70,88 + 3,136 n=8 grupo control vs 89,00 + 3,640 n=9 grupo
HF; Fig. 3B. p<0.01 69,38 + 3,459 n=8 grupo control vs 83,71 + 3,175 n=7 grupo HF).

Esto indica que no existen diferencias por sexo en la ganancia de peso durante la etapa pre-

puberal.
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Figura 3. (A) Peso corporal en gramos de ratas machos pre-puberes al dia 30 de edad. Grupo control
n=8; Grupo HF n=9 (B) Peso corporal en gramos de ratas hembras pre-puberes al dia 30 de edad. Grupo
control n=8; Grupo HF n=7. Los resultados se expresan como el promedio + EEM. ** p<0.01 vs Control.

Las ratas adultas de 60 dias de edad también presentaron diferencias de peso en ambos
sexos. Como se observa en la Fig.4A ratas machos hijos de madres alimentadas con una
dieta alta en grasa pesaron significativamente méas que las ratas machos hijos de madres
controles (p<0.05; 239,1 = 2,371 n=16 grupo control vs 288,8 + 4,750 n=12 n=9 grupo
HF). Resultado que se repitio en ratas hembras de 60 dias de edad (Fig. 4B p<0.0001; 173,9

+ 4,055 n=16 grupo control vs 199,8 + 3,482 n=12 grupo HF). Por lo tanto la ganancia de
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peso corporal de las ratas se mantiene hasta la adultez, independiente del sexo. Pero este

aumento es mas significativo en las ratas hembras (p<0,0001) que en los machos (p<0,05).
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Figura 4. (A) Peso corporal de ratas machos al dia 60 de edad. Grupo control n=16; Grupo HF n=12 (B)
Peso corporal ratas hembras al dia 60 de edad. Grupo control n=16; Grupo HF n=12. Los resultados se
expresan como el promedio + EEM. * p<0,05 vs Control. **** p<0.0001 vs Control.

2. Niveles sérico de estradiol en ratas descendientes de madres obesas

comparadas con controles a los 30 y 60 dias de edad

Se determinaron los niveles de E, sérico al dia postnatal 60 (Fig.5) y se encontré un
aumento de la concentracion sérica para el grupo HF en comparacién con el control

(p<0.05; 81.59 + 2.397 n=7 grupo control vs 93.97 + 7.854 n=4 grupo HF).
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Figura 5. Niveles séricos de estradiol en ratas adultas al dia postnatal 60. El grafico representa la
concentracion de estradiol sérico (pg/ml) en ratas adultas hijas de madres controles comparado con hijas de
madres obesas. Los resultados se expresan como el promedio + EEM. Grupo control n=7; Grupo HF n=4.
* p<0.05 vs Control.

Para observar si el aumento de E; en la descendencia ocurria antes de la pubertad, se
determinaron los niveles de E, sérico en ratas pre-puberes de 30 dia de edad (Fig. 6) y se
encontrd un aumento de esta hormona en el grupo HF (p<0.01; 180,0 £ 25,17 n=4 grupo
control vs 254,7 + 7,158 n=8 grupo HF) comparado con el grupo control. Resultados que

concuerdan con los niveles de hormonas sexuales obtenidos a los 60 dias de edad.
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Figura 6. Niveles séricos de estradiol en ratas pre-puber al dia postnatal 30. El grafico representa la
concentracion de estradiol sérico (pg/ml) en ratas pre-pUberes hijas de madres controles comparado con hijas
de madres obesas. Los resultados se expresan como el promedio + EEM. Grupo control n=4; Grupo HF n=8.
** p<0.01 vs Control.
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3. Niveles de RNAm de aromatasa en ratas descendientes de madres obesas

comparadas con controles a los 30 dias de edad

En nuestro laboratorio se ha observado que ratas hijas de madres obesas tienen una
disminucion en la testosterona sérica y un incremento en el E; sérico al dia postnatal 60,
comparado con controles de la misma edad [38]. Dado que la testosterona es transformada
a E, por la enzima aromatasa (cyp 19), se determinaron los niveles de ARNm de cyp 19 en
ovario de ratas hijas de madres alimentadas con una dieta alta en grasa, comparado con
ratas hijas de madres alimentadas con una dieta control, como un reflejo de la expresion de
dicha enzima en el ovario. Los resultados muestran que no existen cambios en los niveles
de ARNm de cyp 19 en ratas hijas de madres obesas comparado con ratas hijas de madres

controles a los 60 dias de edad. (Fig. 7; n=10 grupo control vs n=6 grupo HF).
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Figura 7. Expresion de cyp19 en ovario de ratas al dia postnatal 60. Se observan los niveles del ARNm
de la enzima aromatasa normalizado por el gen constitutivo 18s en el ovario de ratas de 60 dias de edad. No
se observan diferencias significativas entre hijas de madres controles e hijas de madres tratadas. Los
resultados se expresan como el promedio + EEM. Grupo control n=10; Grupo HF n=6.
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4. Secrecion ovarica de estradiol en ratas descendientes de madres obesas

comparadas con controles a los 30 dias de edad

Para determinar si este aumento de E, provenia de una mayor sintesis ovarica, se evalué la
secrecion ovérica de E, en ratas hijas de madres obesas comparado con hijas de madres
controles a los 30 dias de edad (Fig. 8; n=4 grupo control vs n=8 grupo HF). Las ratas
descendientes de madres alimentadas con una dieta alta en grasa que no fueron estimuladas
con hCG no tuvieron una mayor sintesis ovéarica de E2 en comparacion con las ratas hijas
de madres controles basales. Por otro lado, las ratas hijas de madres alimentadas con una
dieta control, que fueron estimuladas con hCG, presentaron una mayor secrecion de E2 en
comparacion con el grupo control que no fue estimulado (p<0,001). Lo mismo ocurrié con
las ratas hijas de madres con obesidad gestacional, el grupo HF estimulado tuvo una
secrecion mayor de E2 que el grupo HF basal (p<0,05). Sin embargo, las ratas
descendientes de madres alimentadas con una dieta alta en grasa que fueron estimuladas no
tuvieron una mayor sintesis ovarica de E2 en comparacion con las ratas hijas de madres

controles estimuladas.
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Figura 8. Secrecién ovarica de estradiol en ratas pre-puber al dia postnatal 30. La figura muestra los
niveles basales de estradiol (pg/ml) y post-estimulo con hCG en un medio de incubacion. No se observan
diferencias significativas entre hijas de madres controles e hijas de madres tratadas. Los resultados se
expresan como el promedio £+ EEM. Grupo control n=4; Grupo HF n=8. * p<0.05 vs Control Basal. ***

p<0.001 vs HF Basal.
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Discusioén

La obesidad gestacional es un problema de salud que se ha incrementado durante las
ultimas decadas, y que tiene un gran impacto sobre la salud de las futuras generaciones. El
estudio sobre un vinculo entre la alimentacion junto con el estado nutricional de la madre, y
el desarrollo de enfermedades crénicas no transmisibles de la descendencia en su etapa
adulta adquiere relevancia en la actualidad. En esta tesis las alteraciones metabdlicas y
reproductivas ampliamente descritas en la literatura, han sido reproducidas en el modelo
experimental utilizado, y ademés complementadas con nuevos antecedentes por nuestro
grupo. Es importante destacar que estas alteraciones se mantienen en la descendencia
independiente del tipo de dieta que posean. Dado lo anterior, el impacto de la alimentacion
de la madre sobre el desarrollo del feto se perpetia hasta la pubertad y la adultez de la

descendencia.

En el presente estudio las ratas del grupo HF (Ratas hijas de madres sometidas a una
alimentacion con dieta con un 60% de las calorias en contenido graso) tuvieron una mayor
ganancia de peso durante el desarrollo posnatal al compararlas con ratas controles (Ratas
hijas de madres sometidas a una alimentacion con dieta con un 12% de las calorias en
contenido graso). Estos resultados concuerdan con las evidencias obtenidas por otros
autores en modelos experimentales similares [25, 39, 53]. El incremento en el peso fue
significativo en la etapa pre-puberal (dia 30 postnatal) y se mantuvo hasta la adultez (dia 60
postnatal). Los resultados descritos se relacionan con evidencias de otros grupos, en donde

la ganancia de peso del grupo HF se asocia con una tendencia a una mayor ingesta
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alimentaria durante el desarrollo posnatal en ratas HF [38]. Incluso, se ha evaluado la
ingesta durante el periodo de lactancia (previo al dia posnatal 21), mostrando que ratas hijas
de madres obesas ya presentan una ingesta superior [54]. Kirk y cols, describe que en el dia
postnatal 30, la leptina sérica es normal en ratas hijas de madres obesas, sin embargo se
produce una resistencia a esta hormona que atenla la supresion del apetito en el nucleo
arcuato (ARC) del hipotdlamo, efecto inducidos por la leptina. Ademas, ratas adultas
presentaron niveles elevados de leptina sérica y una resistencia a esta hormona [52]. Otros
factores orexigenos y anorexigenos que controlan el apetito y el gasto energético pueden
estar alterados en la descendencia de madres con obesidad gestacional. Se ha examinado la
region hipotalamica del cerebro de ratas hijas de madres con obesidad gestacional, donde la
sefializacion de neuropéptidos orexigenos se encuentra aumentada y la sefializacion de
neuropéptidos anorexigenos disminuida [55]. Estos efectos pueden ser la base de la
programacion del desarrollo de la hiperfagia y la obesidad en ratas hijas de madres con

obesidad gestacional.

Ademas de las alteraciones metabdlicas ya descritas, nuestro grupo y otros han evidenciado
alteraciones en la llegada de la pubertad, ciclicidad estral y desarrollo folicular en ratas HF
[38, 39, 42]. En nuestro laboratorio se ha medido el perfil sérico de hormonas sexuales en
ratas adultas (60 dias de edad) en la etapa estro, en donde se observé que ratas HF tienen
niveles bajos de testosterona y niveles elevados de E; sérico. Ademas, resultados de esta
tesis y otra realizada en paralelo [56] demuestran que el aumento de E, ocurre desde antes
de la pubertad. Una explicacion de este aumento de E, plasmatico permanente en la

descendencia se puede deber a un incremento en su sintesis ovarica a traves de la enzima
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aromatasa (cyp19) [49-51]. En la presente tesis observamos que no hay variaciones en los
niveles del ARNm de este gen en ratas de 60 dias descendientes de madres obesas
comparadas con controles, lo que descartaria una alteracion de la expresion génica de
cyp19. Aun asi, es necesario en un futuro cuantificar la concentracion de la proteina CYP19
o0 evaluar su actividad para obtener resultados mas concluyentes. Desafortunadamente, estas
evaluaciones requieren una gran cantidad de proteina obtenida desde el tejido, siendo una
limitante que no nos permitio realizar estas determinaciones en este trabajo. Sin embargo,
para poder determinar si el incremento de E, plasmético se debe a una mayor sintesis
ovérica realizamos un experimento funcional de secrecién in vitro de E,. En este
experimento se midié la capacidad ovarica de secrecion basal, y post estimulo con hCG, de
E.. En la rata hembra el ovario es la principal fuente de E,, y su secrecion depende de una
gran cantidad de factores como la expresion de la enzima aromatasa, la etapa de desarrollo,
la respuesta a las gonadotropinas y la cantidad de foliculos ovaricos que producen E;, entre
otras. En este experimento tanto los ovarios de ratas controles como HF responden
adecuadamente a la estimulacion con hCG, sin embargo, no se encontraron variaciones
entre ratas hijas de madres obesas y controles. Esto puede sugerir que el aumento de
estradiol observado no es de origen ovarico. Otras alternativas que pueden explicar el
aumento de estradiol sérico son una mayor sintesis de éste en otros tejidos o una menor

metabolizacion de la hormona [56].

En resumen, las ratas hijas de madres alimentadas con una dieta alta en grasa presentaron
una mayor concentracion de E; plasmatico en comparacion con ratas controles al dia 30 y

60 postnatal. Este resultado nos permite evidenciar un aumento de E, plasmatico
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significativo incluso previo a la pubertad, lo cual puede ser el causal de las alteraciones
reproductivas como la pubertad precoz o las alteraciones foliculares. Sin embargo, una
mayor aromatizacion ovarica de testosterona a E, no parece ser la causal del aumento de E;
y la disminucion de testosterona sérica en ratas hijas de madres obesas, lo que deja ver otras
posibilidades. Por ejemplo, la aromatasa es un enzima cuya principal accion ocurre a nivel
ovarico, sin embargo, no es el Unico tejido donde se expresa. Esta afirmacion permite
suponer que los cambios hormonales descritos en este trabajo, pueden ser producto de una
aromatizacion de testosterona a E; en otros tejidos periféricos. Al respecto, es importante
recordar que las ratas descendientes de madres obesas tienen una mayor acumulacion de
tejido adiposo [27, 57, 58], lo que nosotros vemos reflejado en el aumento de peso de las
ratas descendientes de madres obesas, la cual es significativa incluso desde su nacimiento
[38, 59, 60]. Por lo tanto, es posible que exista una mayor aromatizacion de testosterona a
E, en tejido graso que dé cuenta del aumento sérico de esta hormona [61]. La relacién entre
la aromatasa y el tejido adiposo se destacd por primera vez en la década de 1970 cuando
Edman y MacDonald [62, 63] observaron una correlacion entre la actividad de la aromatasa

y el peso corporal en mujeres pre y postmenopausicas.

Es importante destacar que hemos demostrado que existe una mayor concentracion sérica
de E, dias antes de la llegada de la pubertad en ratas HF, evidencia que no ha sido
documentada. En un futuro cercano y como continuacion de este trabajo, sera importante
medir la expresion de cypl9 en tejido adiposo y ademas analizar los niveles y/o actividad
de la proteina aromatasa por inmunohistoquimica o westernblot. Como una proyeccion a

largo plazo de este trabajo, es de gran importancia realizar intervenciones nutricionales o
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farmacologicas en este modelo experimental, con el fin de prevenir o revertir las

alteraciones que hemos caracterizado.

Finalmente, como se ha descrito a lo largo de este trabajo, la obesidad materna y el exceso
de nutrientes entregado al feto contribuyen a la obesidad y los trastornos metabdlicos en la
descendencia. EI embarazo ofrece la oportunidad de modificar el ambiente intrauterino, a
través de los cambios de estilo de vida materno, previo y durante la gestacion, que pueden
conferir beneficios para la salud del nifio. Recientemente, un estudio mostré6 que mujeres
embarazadas chilenas tienen una alta ingesta de lipidos, principalmente &cidos grasos
saturados [64], adquiriendo relevancia las estrategias de promocion de la salud, a través de
la nutricidn, previo y durante la gestacion. Dentro de los programas de salud presentes en
Chile, seria importante que el Programa Nacional de Salud de la Mujer fomente la
relevancia de la nutricion de la embarazada sobre la salud y la calidad de vida que tendra el
gestante en su etapa adulta. La prevencion de enfermedades cronicas no transmisibles de las
futuras generaciones puede comenzar durante su gestacion, por medio de politicas de salud
publica que generen conciencia en la poblacion femenina en edad fértil y logren cambios en

sus habitos alimentarios.
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1)

2)

3)

Conclusiones

La obesidad materna durante la gestacion y lactancia genera un aumento en el peso
en la descendencia independiente de la alimentacion que ésta tenga a lo largo de su

vida.

Ratas hijas de madres obesas no presentaron variaciones en la expresion de cypl9
en ovario comparado con ratas hijas de madres alimentadas con una dieta control en
la etapa adulta. Es posible que exista una mayor aromatizacion de testosterona a E;

en otros tejidos periféricos, como el tejido graso.

La capacidad ovarica de secrecidn de estradiol ex-vivo no se encuentra aumentada
en ratas hijas de madres alimentadas con una dieta alta grasa, lo que no explica el

aumento sérico de estradiol y la pubertad adelanta en ratas pre-puberes.
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ANEexos

Anexo 1. Cumplimiento del cronograma de actividades de la Tesis de Grado.

Mes Mayo Junio Julio Agosto
semana| 1| 2| 3| 4| 1| 2| 3| 4| 1| 2| 3] 4| 1] 2| 3] 4

Desarrollo Serie Experimental

Desarrollo metodologico

Expresion cyp19

Analisis hormonal: Estradiol

Incubacidn ovarios ex-vivo

Andlisis de Resultados

Desarrollo de Tesis (Escrito)

Entrega de Tesis

Mes | Septiembre Octubre Noviembre Diciembre
semana 1| 2| 3| 4| 1| 2| 3| a| 1] 2| 3| 4| 1] 2| 3] 4
Desarrollo Serie Experimental v
Desarrollo metodoldgico '
Expresion cyp19 v
Anélisis hormonal: Estradiol v
Incubacién ovarios ex-vivo v
Andlisis de Resultados
Desarrollo de Tesis (Escrito) v
Entrega de Tesis v
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