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Resumen

La obesidad se ha convertido en un serio problema de salud a nivel mundial debido a su
estrecha relacion con el desarrollo de patologias como diabetes, hipertension arterial y
dislipidemia. La prevalencia de obesidad en mujeres en edad fertil es cada vez mayor, lo
cual se ha relacionado directamente con diversos problemas obstétricos y reproductivos.
Estudios de nuestro grupo demostraron que los niveles séricos de estradiol en ratas adultas
descendientes de madres con obesidad gestacional son mas altos que los del grupo control y
que esto se relaciona con alteraciones en el desarrollo folicular ovarico. Por otra parte,
individuos descendientes de madres con obesidad gestacional tienen caracteristicas
similares a individuos que han sido sometidos a una exposicion a estradiol durante etapas
vulnerables del desarrollo, entre ellas el desarrollo fetal o etapas neonatales tempranas. De
esta forma planteamos que la obesidad previo y durante la gestacion incrementa los niveles
de estradiol sérico de la descendencia durante el desarrollo posnatal y que esto da cuenta de
las alteraciones reproductivas observadas. Ya que CYP3A es una de las enzimas hepéticas
encargadas de metabolizar estradiol planteamos que una disminucion de la expresion del
gen cyp3a puede ser el mecanismo que produce los niveles elevados de estradiol durante el
desarrollo. Para comprobar esta hipétesis se utilizaron ratas Sprague-dawley divididas en
grupos control (C) y tratadas (HFD). Los niveles de estradiol sérico se midieron utilizando
la técnica ELISA, mientras que la expresion de cyp3a se midié mediante PCR en tiempo
real. Los resultados muestran que estradiol se encuentra aumentado significativamente en la
descendencia al dia 1 postnatal y con una tendencia al aumento a los 14 dias posnatal. Los

niveles de ARNm de cyp3a estuvieron disminuidos en la etapa neonatal temprana (1 y 7



dias de vida) y se encontraban en niveles normales desde los 14 dias de vida en adelante.
En conclusion, una baja expresion de cyp3a podria ser la causa o contribuir al aumento de
estradiol sérico en ratas hijas de madres obesas en los primeros dias posnatal, sin embargo,
queda abierta la posibilidad de buscar otros mecanismos alternativos que lleven al
incremento de estradiol en edades mas tardias como por ejemplo un incremento en la

sintesis de la hormona o una disminucion en la metabolizacién a través de otra via.



Abstract

Obesity has become a serious health problem worldwide due to its close relationship with
the development of pathologies like diabetes, arterial hypertension and dyslipidemia. The
prevalence of obesity in women who are in their fertile age has progressively increased,
which is directly related to diverse obstetric and reproductive problems. Studies of our
group have demonstrated that the serum levels of estradiol in adult rats who were offspring
of mothers with maternal obesity were higher than those in the control group. This is
related to alterations in the ovarian follicular development. On the other hand, individuals
who are descendants of mothers with maternal obesity have similar characteristics with
individuals who have been exposed to estradiol during vulnerable stages of their
development, among these are the fetal development or early neonatal stages. This way we
propose that obesity pre and during gestation increases the serum levels of estradiol of the
offspring during their postnatal development and this would be the cause of the observed
reproductive alterations. Due to the fact that CYP3A is one of the hepatic enzymes in
charge of metabolizing estradiol, we propose that a diminution of the CYP3A gen can be
the mechanism that produces the elevated estradiol levels during development. To
corroborate this hypothesis, Sprague-Dawley rats were used and divided in groups, control
group (C) and treated group (HFD). The serum levels of estradiol were measured by using
the ELISA technique, while the amount of CYP3A was measured by polymerase chain
reaction (PCR) in real time. The results show that estradiol is found significantly
augmented in the offspring at day 1 postnatal and with a tendency to augment at 14 days

postnatal. The levels of ARNm of CYP3A were diminished in the early neonatal stage (1



and 7 days of life) and they were found in normal levels from the 14™ day of life onwards.
In conclusion, a small amount of CYP3A could be the cause or contribute to the augment of
serum levels of estradiol in offspring rats from obese mothers in the first postnatal days.
However, It remains open the possibility of looking for other alternative mechanisms that
increase estradiol in later ages, for instance, an increase in the synthesis of the estradiol

hormone or a diminution of the metabolization of it through another way.
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. Introduccidn

Desde 1980 hasta la actualidad la obesidad se ha duplicado en todo el mundo. La OMS
sefiala que en el 2008, 1400 millones de adultos tenian sobrepeso. Dentro de este grupo,
mas de 200 millones de hombres y cerca de 300 millones de mujeres eran obesas [1]. De
hecho, se ha demostrado que existe una prevalencia de sobrepeso y obesidad cada vez
mayor en mujeres en el mundo [2]. En Chile las cifras son bastante desalentadoras, segun la
encuesta nacional de salud del afio 2010 un 64,5% de la poblacion chilena tiene sobrepeso
u obesidad, con una mayor prevalencia en mujeres [3]. Debido a esto, méas del 50% de las
mujeres gestantes que se encuentran en control en el Sistema Nacional de Servicio de la
Salud (SNSS) chileno presenta algin grado de sobrepeso u obesidad [4]. Aunque la
mayoria de las mujeres obesas no son estériles; la obesidad posee un impacto negativo
sobre la fecundidad y la fertilidad que han sido ampliamente documentadas. Por ejemplo:
las mujeres obesas tienen tres veces mas probabilidades de sufrir infertilidad que las
mujeres con un indice de masa corporal normal [5] presentando trastornos de la fecundidad,
tanto las mujeres con ciclos reproductivos normales como aquellas sometidas a un
tratamiento de fertilizacion asistida [6, 7]. Por otro lado, el sobrepeso y la obesidad son
factores de riesgo bien documentados para el desarrollo de diversas complicaciones
obstétricas tales como: diabetes mellitus gestacional [8], aborto involuntario, muerte fetal,
macrosomia fetal y nacimiento prematuro [9]. Es mas, las madres obesas pueden tener un
papel directo en la transmision transgeneracional de rasgos obesogénicos [10] y
diabetogénicos [11]. En esta linea, diversos estudios han informado de que la obesidad

gestacional ejerce diversos efectos sobre la descendencia, entre ellos retraso del desarrollo
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neuroldgico [12], hiperleptinemia [13], higado graso [14], hipertension [15], ademéas de
macrosomia al nacer lo cual predispone a un mayor riesgo de padecer obesidad y diabetes
en la vida adulta [16].

Si bien la incidencia de alteraciones metabolicas de la descendencia de madres obesas se
encuentra relativamente bien documentada, existe poca informacidn sobre como esto afecta
la capacidad reproductiva de la descendencia. Dentro de las evidencias que se encuentran
en la literatura, un estudio de seguimiento retrospectivo examino la relacion entre el indice
de masa corporal (IMC) de las madres antes del embarazo y el inicio de la pubertad de sus
hijas. El estudio encontrd una asociacion entre el alto IMC materno con una menarguia
prematura en las hijas [17]. Tradicionalmente la llegas de la pubertad se ha asociado a una
variacion en los niveles de estradiol séricos en la etapa prepuberal, tanto en mujeres como
en animales de experimentacién [18]. Por otra parte, los estudios han demostrado que una
exposicion fetal a altos niveles de estradiol genera alteraciones a nivel de la funcion ovarica
a largo plazo [19, 20].

El estradiol es una hormona esteroidal que es responsable de buena parte de los cambios
que experimentan las nifias al llegar a la pubertad; entre ellos estimula el desarrollo y
maduracion de 6rganos sexuales [21], el desarrollo de las mamas y la distribucién de la
grasa corporal [22]. Debido a esta funcion multifactorial y diversa del estradiol, una
alteracion en sus niveles durante el desarrollo puede afectar diversos procesos
reproductivos. En el presente estudio pretendemos evaluar la concentracion de estradiol en
ratas hijas de madres obesas, ya que ha se caracterizado que en este modelo las ratas hijas
de madres obesas presentan un adelanto de la pubertad si se comparan con ratas controles

[23, 24]. Es importante considerar que en ratas el periodo comprendido entre el dia 1y 7
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postnatal corresponde a la etapa neonatal, periodo en que los niveles de estradiol
disminuyen luego del nacimiento hasta alrededor del dia el dia posnatal 14. Este periodo
estd caracterizado por que las ratas presentan bajos niveles séricos de estradiol. Mas
adelante los niveles de estradiol comienzan a aumentar durante la etapa prepuberal (cercano
a los 30 dias postnatal) hasta llegar al umbral necesario para producir la pubertad. Durante
la etapa adulta (Sobre los 60 dias de edad) los niveles fluctian en relacion al ciclo
reproductivo.

Para comprender las fluctuaciones del estradiol en el plasma es fundamental estudiar las
vias sintesis y metabolizacion de esta hormona. El estradiol es sintetizado mayoritariamente
en el ovario, especificamente en sus foliculos, los que se componen de células de la teca y
células de la granulosa. Estas Gltimas expresan la enzima aromatasa (CYP19), que se
encarga de metabolizar androgenos provenientes de la teca a estrogenos [25] (figura 1). El
control de la funcion ovéarica es llevado a cabo por las hormonas gonadotrépicas
hipofisarias (LH, FSH), las cuales a su vez son reguladas por la hormona hipotalamica
GnRH [26]. Una vez sintetizado el estradiol, este es transportado en el suero por la proteina
SHBG (Sex Hormone Binding Globulin) o ligado a albumina, sin embargo, la fraccion
metabdlicamente activa es la que se encuentra libre en el suero. Los niveles séricos de
estradiol dependen de multiples factores, entre ellos la sintesis ovérica y su eliminacién a
través del metabolismo hepatico. Los principales metabolitos del estradiol son la estrona, el
estriol y los catecolestrogenos (2-hidroxiesterona y 2-metoxiesterona [25]. Dentro de las
enzimas hepaticas que metabolizan a los estrogenos se encuentra el complejo enzimatico
citocromo P450 (CYP450). Se ha caracterizado que las isoformas CYP1A2 y CYP3A4

catalizan la 2-hidroxilacion, la 4-hidroxilacion y la 16a-hidroxilacion tanto de estradiol
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como de estrona. Ademas se ha reportado que una dieta alta en grasa durante la gestacion
en ratones produce una disminucion en la expresion y la actividad de CYP3A2 desde el
nacimiento hasta la edad adulta en la descendencia [27]. CYP3A2 en roedores es homdlogo
a CYP3A4 en humanos [28], y estas enzimas son las responsables del metabolismo
hepatico de 17-B estradiol [29]. Debido a que estos cambios en la expresion y actividad de
CYP3AZ2 pueden llevar a variaciones en los niveles séricos de 17-f estradiol y por ende de
sus efectos durante la vida postnatal, es que nos plateamos evaluar la expresion de cyp3a y

las concentraciones de estradiol sérico durante el desarrollo.

En resumen, una baja metabolizacion de estradiol debido a una baja expresion de CYP3A2
en ratas hijas de madres obesas puede llevar a un incremento de la concentracion de
estradiol durante el desarrollo posnatal. Este aumento de estradiol enddgeno, por lo tanto,
seria el responsable de parte del fenotipo que presentan las hijas de madres obesas, en el
que se observan las alteraciones reproductivas observadas en estudios previos realizados en

nuestro grupo de investigacion.

14



Células de
la teca

Foliculo
secundario

Células de la
granulosa

. Célula de la granulosa

' Estradiol-17p P M.
i e 17B HSD
CYP19

Estrona €
CYP19

ﬁ Aromatasa
—') Androstenodiona

Androstenodiona

Figura 1: Esteroidogénesis Ovarica. Se muestra la sintesis de esteroides desde su precursor hasta la liberacion al
torrente sanguineo. Desde el corte histolégico de un ovario se muestra un foliculo secundario, en el cual existen 2 tipos de
células. En color naranjo se esquematiza una célula de la teca, la cual es encargada de producir androgenos, los cuales
pasan a la célula de granulosa (esquematizada en color rosa) donde son metabolizados a estradiol por la enzima aromatasa
y posteriormente liberados al torrente sanguineo.
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Il. Hipdtesis

“La exposicion a una dieta alta en grasas previo y durante la gestacion en ratas, predispone
una disminucion de la expresion de cyp3a en la descendencia, lo que lleva a un incremento

los niveles de estradiol sérico en comparacion a ratas control”

111.0bjetivo General
Determinar la expresion CYP3a en higado de ratas descendientes de madres con obesidad

gestacional y su relacién con los niveles séricos de estradiol.

IV.Objetivos Especificos

1) Caracterizar el modelo animal utilizado mediante la medicion del peso corporal y el
peso del higado en ratas Sprague-Dawley hijas de madres con obesidad gestacional y de
madres control a los 1, 7, 14 y 30 dias de edad.

2) Medir la expresién de CYP3a mediante PCR en tiempo real en ratas Sprague-dawley
hijas de madres con obesidad gestacional y de madres control a los 1, 7, 14, 30 y 60
dias de edad.

3) Determinar los niveles de estradiol sérico mediante test de ELISA en ratas Sprague-
dawley hijas de madres con obesidad gestacional y de madres control a los 1, 7, 14 dias

de edad.
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V. Metodologia

1) Animales

En esta tesis se utilizaron ratas de la cepa Sprague-dawley de entre 200 y 2509 de peso.
Los animales fueron separados en dos grupos experimentales: ratas con dieta control (Dieta
Champion: 20% Proteina, 55% Hidratos de Carbono, 5% Lipidos, 4% Fibra y 6% Cenizas,
equivalentes a 3,49 Kcal/g) y ratas con dieta alta en grasa (High Fat: HF, Research Diet™
USA,; 20% Proteina, 20% Hidratos de Carbono y 60% Lipidos, equivalentes a 5,24 Kcal/g).
Los animales tuvieron acceso a agua y comida ad libitum y fueron mantenidos en una sala
con temperatura controlada y con un ciclo dia noche de 12:12 horas. Los animales
permanecieron durante 6 semanas en el bioterio de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Valparaiso. Las 3 primeras semanas se controld el peso corporal y la
ciclicidad estral y ambos grupos fueron expuestos a dieta control. Las siguientes 4 semanas
se mantuvieron con una dieta control o HF segun corresponda. Al finalizar las 4 semanas se
dejaron las hembras con un macho reproductor en la tarde de la etapa proestro del ciclo
estral. La confirmacion de la prefiez se realizdé mediante frotis vaginal evaluando la
presencia de espermatozoides al dia siguiente (Etapa Estro). Las ratas cuya prefiez fue
exitosa permanecieron con su dieta original (control o HF) durante el periodo de gestacién
y fueron sacrificadas mediante decapitacion al momento del destete. Las crias se
sacrificaron mediante decapitacion los dias 1, 7, 14 y 30 de edad. Al momento de la
eutanasia se extrajeron los ovarios, higado y suero para posteriormente hacer los analisis.

Todos los procedimientos experimentales han sido aprobados por el comité de Bioética de
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la Universidad de Valparaiso y el comité de Bioética de la Comisién Nacional de

Investigacion, Ciencia y Tecnologia (CONICYT).

Pre — concepcional Cruza Prefez

C C oHF CoHF CoHF
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&
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Figura 2: Disefio experimental ratas madres. Durante 3 semanas las ratas se mantuvieron con
comida control. Luego de esto se separaron en 2 grupos donde se les dio comida control (c) y alta
en grasa (HF), al cabo de 4 semanas con sus respectivas dietas se cruzaron por un periodo maximo
de 2 semanas y finalmente se mantuvieron con su dieta respectiva durante la prefiez.

PND PND PND Destete PND PND

g,
E C C
3

Recoleccion

i
-

PCR tiempo real CYP3a

Figura 3: Disefio experimental de la descendencia. Durante el dia postnatal 1 ,7 y 14 se sacrificaron ratas
hembras las cuales estaban con lactancia materna, donde las madres siguen con su respectiva dieta, ya sea esta
control o HF. Luego del destete todas las crias se mantuvieron con dieta control y al dia posnatal 30 y 60 se
sacrificaron hembras. A todas las ratas se les extrajeron muestras de suero e higado para realizar los
respectivos Test de ELISA y PCR tiempo real.
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2) Caracterizacion del modelo animal

Las crias fueron pesadas diariamente desde su nacimiento hasta el dia posnatal 60. Se
pesaron todos los animales previos a la eutanasia y se pesé el higado de cada animal. El
peso corporal se midié utilizando una balanza granataria digital con una sensibilidad de
0,1g vy el peso del higado se midié utilizando una balanza analitica digital con una

sensibilidad de 0.0001g.

3) Determinacion de los niveles séricos de Estradiol por Inmuno-ensayo ligado a

enzima (ELISA).

Se realizé la determinacion de Estradiol a todas las crias mediante el analisis de una
muestra de suero obtenida durante la eutanasia a los dias 1, 7, 14 y 30 de edad. Los niveles
de Estradiol (E,) se determinaron por ELISA competitivo de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Alpco Diagnostic, USA). Este cuenta con una sensibilidad de 10 pg/ml y una
especificidad del 100% para estradiol.

4) Determinacion de expresién de cyp3a por PCR tiempo real.

La extraccion de ARN total se realizé con el kit RNeasy® Mini Kit (QUIAGEN, Cat. No.
74104). Para la transcripcion reversa se utilizd la enzima SuperScript Il (Invitrogen, Cat.
18064-014), random primers (Invitrogen, Cat. 48190-011) e inhibidor de RNAasa (RNase
OUT, Invitrogen, Cat. 10777-019). EI cDNA obtenido de la transcripcion reversa se
amplifico por PCR en tiempo real utilizando los siguientes partidores para cyp3A: Forward:
5 — CCAGCAGCACACTTTCCTTTG -3’ y Reverse: 5’-
GGTGGGAGGTGCCTTATTGG-3". Se realiz6 una curva de calibrado en la cual el Ct es

inversamente proporcional a la concentracion del producto amplificado. Los datos fueron
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normalizados por el gen constitutivo 18s cuyos primers son: Forward: 5> — TCA AGA

ACG AAA GTC GGA GG -3’ y Reverse: 5° — GGA CAT CTA AGG GCATCACA-3".

5) Anélisis Estadistico.

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
experimentacion 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. Sin
embargo, en esta tesis el “n” también depende de la cantidad de crias que tienen las madres,

ya que se hacen los analisis con la descendencia.

Los datos se analizaron mediante el programa GraphPad Prism® version 5.01. Los
resultados se expresaron como el promedio * el error estandar medio (SEM), y se
analizaron mediante la prueba de comparacién de medias T-student. Se establecio *

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 para indicar diferencias estadisticamente significativas.
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VI. Resultados:

1- Peso corporal durante el desarrollo
Durante el periodo de lactancia cada madre se mantuvo con su dieta respectiva, donde al

analizar los pesos de su descendencia (fig. 4) se arrojo que al dia post natal 1 el peso de la

descendencia HF fue mayor que el del grupo control ( p< 0.001 control n:54 v/s HF n:70) .

Resultados similares se observaron durante los dias post natal 7 (p< 0.0001 control n:87

v/s HF n:59 ), 14 (p< 0.0001 control n:77 v/s HF n:62) y 30(p< 0.0001 control n:47 v/s HF

n:24) .
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Figu ra 4: Peso corporal de la descendencia hasta la adolescencia. Se observa en azul el grupo descendiente de

madres alimentadas con una dieta control y en rojo a la descendencia alimentada con una dieta alta en grasas (HF). (A)
Peso al dia postnatal 1. (B) Peso al dia postnatal 7. (C) Peso al dia postnatal 14. (D) Peso al dia postnatal 30. Los

resultados se expresan en el promedio + SEM. *** p<0.0001 vs Control.
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2- Peso higado durante el desarrollo.

Se determind el peso de los higados al momento de ser estos extraidos y se evidencié que
durante los primeros dias vida: dia postnatal 1 (n=9 grupo control v/S n=3 grupo HF) y dia
postnatal 7 (n=3 grupo control V/S n=3 grupo HF) no hubo diferencia entre los grupos
controles y tratados. Sin embargo desde el dia postnatal 14 (p<0.05; n=4 V/S n=6) y el dia
postnatal 30 (p<0.05; n=10 grupo control V/S n=7 grupo HF) comienzan a existir
diferencias significativas en el peso de este 6rgano entre ambos grupos. Este efecto es aln

mayor al dia postnatal 60 (p<0.0001; n=10 grupo control VV/S n=6 grupo HF)

B

Dia 1 B Dia7
4001

w

[~

o
1

Peso higado (mg)
N
8

-
o

e
Peso higado (mg)

0-

& #
&
c Dia 14 D Dia 30
10001 * LE
*
£ Che
T, o
8 g3
© o
K= =
i = ° 24
o »
7] @
{ o 4
0-

N

&

22



Dia 60
8- * kK

Peso higado {g)
&

N
&
&

Figura 6 Peso de higado durante el desarrollo. En barras azules se representa el peso del higado de la
descendencia de madres alimentadas con una dieta control y en barras azules se representa el peso de higado de la
descendencia de madres alimentadas con una dieta alta en grasas. (A) Peso de higado al dia postnatal 1. (B) Peso de
higados al dia postnatal 7. (C) Peso de higados al dia postnatal 14. (D) Peso de higados al dia postnatal 30. (E) Peso de
higados al dia postnatal 60. Los resultados se expresan en el promedio £ SEM. * p<0.05 *** p< 0.0001 vs Control.

3- Niveles de estradiol durante el desarrollo

Ya que evidencias diversas sugieren que hijas de madres obesas podrian estar sometidas a
un ambiente hiperestrogénico, se determinaron niveles estradiol sérico durante las etapas
neonatal e infantil de la descendencia de madres obesas y controles (Fig. 5 A). Durante el
dia postnatal 1 se encontr6 un aumento de esta hormona para el grupo HF (p<0.05; n=8
grupo control vs n=4 grupo HF). El caso del dia postnatal 14 (Fig. 5B), se obtuvieron
resultados similares donde la concentracion sérica de estradiol para el grupo HF era mayor

en comparacion con el control (n= 6 grupo control vs n=6 grupo HF).
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Figura 5: . Niveles séricos de estradiol. La barras en color azul pertenece a los niveles séricos de estradiol de la
descendencia de madres alimentadas con una dieta control y las barras de color rojo pertenecen a los niveles séricos de
estradiol de la descendencia de madres alimentadas con una dieta alta en grasa (A) Estradiol sérico al dia postnatal 1
(pg/mL). (B) Estradiol sérico al dia post natal 14 (pg/mL). Los resultados se expresan en el promedio + SEM. * p<0.05 vs
Control.

4- Expresion de cyp3a en higado de ratas

Una importante via de metabolizacién de estradiol corresponde al citocromo CYP3A
hepatico y pensamos que su expresion puede estar disminuida en el grupo HF. Se ha
determinado la expresion de cyp3a desde la edad neonatal hasta la edad adulta (fig. 7). Los
resultados muestran que al dia postnatal 1 (fig. 7A) hubo diferencias significativas entre el
grupo control y HF (p<0.05 control n: 3 v/s HF n: 4), donde este se encontraba disminuido
en el grupo HF, algo similar ocurrio en el dia postnatal 7 (fig. 7B) donde también hubo
diferencias significativas entre ambos grupo en la expresion este de mMRNA (p<0.05 control
n: 4 v/s HF n: 4). Sin embargo al dia postnatal 14 (fig 7C) no hubo diferencias entre ambos
grupos (control n:4 y HF n:6). Resultados similares se observaron durante el dia postnatal
30 (fig 7D) (control n:6 v/s HF n:7) y dia postnatal 60 o adultez (fig. 7E) (control n:10 v/s

HF n:6) .
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Figu ra 7: Expresion de cyp3a en higado de ratas durante etapas de la vida postnatal hasta la adultez. En barras
azules se representan la expresion de cy3a en higado de ratas descendientes de madres alimentadas con una dieta control,
por otro lado en barras rojas se representa la expresion de cyp3a en ratas descendientes de madres con obesidad
gestacional (A) Expresion de cyp3a al dia postnatal 1 (B) Expresion de cyp3a al dia postnatal 7 (C): Expresion de cyp3a al
dia postnatal 14. (D) Expresion de cyp3a al dia postnatal 30. (E) Expresion de cyp3a al dia postnatal 60. . Los resultados
se expresan en el promedio + SEM. * p<0.05 v/s Control.
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VII. Discusiéon

Diversos estudios han demostrado el impacto de la obesidad materna previo y durante la
gestacion sobre la funcidén cardiovascular y metabdlica en la descendencia[30]. Los
resultados obtenidos en el presente estudio muestran que la obesidad inducida por la
exposicion a una dieta alta en grasa durante la gestacion incrementa los niveles de estradiol
sérico en la descendencia durante el desarrollo posnatal. Esto puede explicar las
alteraciones ovaricas y reproductivas observadas durante la adultez en este modelo

experimental tanto por nuestro grupo como por otros autores.

Caracterizacion del modelo experimental en la descendencia

En el presente estudio observamos que las ratas hijas de madres obesas presentaron un
aumento en el peso corporal al nacer con respecto al grupo control. Strakovsky [31] y
Ashino [32] previamente habian demostrado que la obesidad gestacional era un factor que
predisponia a la descendencia a tener mayor peso al momento del nacimiento. En nuestro
estudio este aumento de peso se mantuvo durante la adolescencia y perdurd hasta la
adultez. Se han realizado estudios en otros modelos experimentales como ratas [33] y
ovejas [34], en donde se han demostrado resultados similares a nuestro estudio. Ademas, se
ha descrito que mientras mayor es el IMC de la madre durante el embarazo, mayor es la
probabilidad de que la descendencia sea macrosémica al momento del nacimiento y mayor
es la posibilidad de padecer obesidad durante la vida adulta [35]. En este estudio el
aumento de peso al nacer probablemente se deba a un exceso de grasa en corporal producto

a una hipertofia de los adipocitos, como se ha reportado en diversos estudios [36, 37]. Esto
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no fue comprobado en nuestra serie experimental, solo es sugerido en base a la percepcion
visual de la grasa abdominal de los animales al momento de la eutanasia, ya que no se
cuantifico la grasa corporal. Respecto al peso hepético durante los primeros dias de vida no
hubo diferencias entre las ratas controles y HF al dia 1 y 7 postnatal, pero luego del dia 14
postnatal el peso del higado fue mayor en ratas HF, efecto conservado en la adultez. La
hepatomegalia es un signo caracteristico del higado graso y cursa con una disfuncién del
higado en diversas funciones [38]. En un estudio realizado en humanos se indagé en el
contenido lipidico del higado de hijos de madres con peso normal y madres obesas con
diabetes gestacional [39]. En este estudio se demostré que los bebés nacidos de madres
obesas con diabetes gestacional tuvieron un aumento promedio del 68% en el contenido
graso hepatico en comparacion con los nifios nacidos de madres con peso normal [39].
Resultados similares obtuvo Neena Modi [40] en un estudio realizado también en
humanos, en el que demostr6 un aumento del contenido graso del higado junto a un
aumento de la adiposidad abdominal en la descendencia de madres obesas. Aun no se
conoce el mecanismo por el cual el sobrepeso u obesidad de la madre podria estar
afectando estos pardmetros en su descendencia, sin embargo, se ha documentado que altos
niveles de glucosa plasmatica favorecen el aumento de grasa corporal y hepatica, ya que
este nutriente se transfiere al feto por un gradiente positivo desde la madre a través de la
placenta. Por otra parte, se ha relacionado la obesidad materna con un deterioro de la

placenta [41], lo cual podria estar influyendo en la entrega de nutrientes y energia al feto.
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Niveles séricos de estradiol y su relaciébn con los niveles de CYP3A en ratas
descendientes de madres obesas comparadas con controles.

La hepatomegalia con acumulacién grasa es un factor importante a considerar en el
desarrollo de la descendencia de madres obesas. Una menor funcion hepatica podria
potencialmente incrementar los niveles séricos de diversas sustancias que son
metabolizadas en el higado. Dentro de las sustancias metabolizadas en higado se
encuentran los estrogenos. Los niveles de estradiol sérico en el grupo HF se encontraban
aumentados significativamente el dia 1 postnatal y 14. Lamentablemente, por motivos
experimentales no pudimos medir los niveles de estradiol a los 7 dias de edad. Evidencias
de nuestro grupo [42] indican que los niveles elevados de estradiol se mantienen hasta los

30y 60 dias de edad.

Los niveles de estradiol elevados durante el desarrollo posnatal pueden causar varias
alteraciones reproductivas, entre ellas una pubertad precoz y ovario poliquistico en la
adultez. Modelos experimentales en que se inyecta estradiol durante la vida posnatal
temprana también generan una morfologia ovérica alterada [43]. Nuestro grupo de
investigacion [24] y otros grupos [23] han observado alteraciones reproductivas similares
en el modelo de obesidad gestacional. En el presente trabajo hemos evidenciado que las
alteraciones reproductivas producidas en la descendencia pueden ser producto de niveles
elevados de estradiol endogeno. Con respecto al mecanismo que lleva al incremento de
estradiol enddgeno, nuestra hipdtesis es que la alteracion hepéatica de la descendencia
disminuye la metabolizacion de estradiol. Por esta razon determinamos la expresion del gen

de la enzima cyp3a por PCR en tiempo real. Los resultados muestran que no existe una
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disminucion en niveles del ARNm de CYP3a a los 14 y 30 dias de edad, sin embargo, al dia
1 de edad y a los 7 dias encontramos una disminucion de los niveles. En un estudio
realizado por Tajima [27] con un modelo de obesidad gestacional en ratones, demostro que
la expresion de la enzima CYP3A de los recién nacidos (0 semanas) en el grupo HF fue
significativamente menor que en el grupo de control. Una disminucién similar en el nivel
de expresion de esta enzima CYP3A en el grupo HF también se observé a las 3, 6, y 12
semanas de edad en este estudio. Por otro lado, un estudio realizado en primates que evaluo
la expresion de un citocromo P4501A1, demostr6 que este disminuye en el grupo
descendiente de madres obesas [44]. Aunque es importante para la continuacion de este
trabajo determinar la actividad y/o nivel proteico del citocromo, podemos inferir que las
ratas hijas de madres obesas presentan una alteracion morfologica y funcional hepaética, en
que se observa una disminucion de la expresion del citocromo cyp3a, lo que potencialmente
es un mecanismo que lleva al aumento de estradiol en hijas de madres obesas.

En el presente estudio planteamos un posible mecanismo por el cual se producen las
alteraciones reproductivas en la descendencia femenina de madres con obesidad
gestacional. Demostramos que los niveles de estradiol se encuentran aumentados en la
descendencia de ratas sometidas a una alimentacion con una dieta alta en grasa durante la
prefiez y planteamos una disminucién de la expresién de cyp3a como un posible
mecanismo del aumento de esta hormona. Los nuevos desafios en esta investigacion seran
ahondar en los mecanismos por los cuales se producen dichas alteraciones y plantear
medidas terapéuticas para prevenir estas consecuencias de la obesidad durante la gestacion.
De esta forma podemos contribuir a mejorar el entendimiento de las alteraciones a largo

plazo producidas por la obesidad gestacional y podemos dar las bases cientificas para
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generar politicas de salud publicas enfocadas en el la prevencion de dichas alteraciones
mas que en politicas enfocadas en medidas paliativas, las cuales han demostrado ser poco

efectivas de acuerdo al perfil epidemiologico del pais.
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VIII. Conclusiones

1) Las ratas hijas de madres con obesidad gestacional presentan un mayor peso desde
el dia postnatal 1 de vida hasta el dia 30. Donde no hay diferencias en el peso del
higado durante los dias postnatales 1 y 7, sin embargo desde el dia postnatal 14, 30
y 60 el peso de la descendencia de madres con obesidad gestacional es mayor en
comparacion al grupo control.

2) Los niveles del ARNm de cyp3a en el higado de ratas hijas de madres obesas se
encuentran disminuidos en los dias 1 y 7 de edad, con una tendencia a la
disminucion en el dia 14 de edad y sin cambios a los 30 y 60 dias de edad
comparado con ratas controles.

3) Los niveles de estradiol sérico se encuentran aumentados el dia 1 de vida, con una
tendencia al aumento en el dia 14 de vida, y no pudo ser cuantificado al dia 7 de

vida.
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