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SINTESIS

La obesidad pregestacional produce efectos adversos sobre la madre y su
descendencia, como el incremento del riesgo de malformaciones congénitas cuya
causa se desconoce. No se tiene referencia de investigaciones en modelos animales
gue reproduzcan este fenédmeno. El estrés oxidativo podria constituir un posible factor
causal. Esta investigacion toma en cuenta esta teoria y evalla las consecuencias de
la obesidad visceral inducida por glutamato monosoddico sobre la madre y su
descendencia durante la etapa prenatal.

Se utilizaron ratas Wistar hembras hechas obesas por glutamato monosédico (4mg/g
de peso corporal) aplicando un esquema de administracion previamente seleccionado
en esta investigacion. Las ratas controles y obesas fueron gestadas y mantenidas
hasta el dia 11,5 o 20 para el estudio del periodo embrionario o fetal respectivamente.
En las ratas obesas aumentaron los niveles de triacilgliceroles, lipidos oxidados, las
malformaciones y retrasos embrionarios, asi como las muertes fetales. Se
incrementaron las proteinas oxidadas en embriones y placentas. El crecimiento
embrionario y fetal disminuy6 en los animales obesos. La presencia de malformaciones
se asocio a bajos niveles maternos de glutatiéon reducido.

Con esta investigacion se aporta un sistema experimental que incluye una metodologia
para la deteccién de anomalias congénitas que puede ser empleado en futuras
investigaciones sobre obesidad y prefiez en ratas. Se proporcionan evidencias del
efecto nocivo de la obesidad visceral sobre el desarrollo prenatal, fundamentalmente

del riesgo de malformaciones congénitas.
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ABREVIATURAS:

AGNE: &cidos grasos no esterificados
AgRP: péptido relacionado con Agouti

PKB: proteina kinasa B

ALAT: alanino aminotransferasa

AMPK: proteina kinasa dependiente de AMP
BHE: barrera hemato-encefalica

BHT: butilato de hidroxitolueno

CART: transcriptos regulados por cocaina y anfetamina
CAT: catalasa

CoQ: coenzima Q o ubiquinona

DAG: diacilglicerol

DTN: defectos del cierre del tubo neural
EDTA: acido etilendiamino tetracético

ERO: especies reactivas del oxigeno

FTO: proteina asociada a la obesidad visceral, del inglés fat mass and obesity

associated

IKK: proteina kinasa del inhibidor del factor nuclear-kappa B
JNK: proteina kinasa del dominio N-terminal de la proteina c-Jun
GLUT: tranportador de glucosa

GMS: glutamato monosodico

GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas



GPx: glutation peroxidasa
GR: glutation reductasa
GSH: glutation reducido

HDL: lipoproteina de alta densidad, del inglés high density lipoprotein

HNE: 4-hidroxi-trans-2-nonenal
11B8-HSD1: 11p-hidroxiesteroide deshidrogenasa 1
HOMA: modelo homeostéatico de Mathews para determinar resistenciaa la insulina, del

inglés_homeostasis model assessment of insulin resistance

IL: interleukina

IMC: indice de masa corporal

IP3: inositol trisfosfato

IRS: sustrato del receptor de la insulina
JAK: kinasas Jano

LDL: lipoproteina de baja densidad, del inglés low density lipoprotein

LH: hormona luteinizante

MCP: proteina quimiotactica de monocitos

MCR: receptor de melanocortina

MDA: malonildialdehido

MMI: membrana mitocondrial interna

MSH: hormona alfa estimulante de melanocitos

MTP: proteina del reticulo endoplasmico que transfiere triacilgliceroles, del inglés

microsomal triglyceride transfer protein.




NADPH: nicotin adenin dinucle6tido fosfatado reducido
NF-kB: factor nuclear- kappa B

NMDAR: receptores N-metil-D- aspartato

NPY: neuropéptido Y

eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial

iINOS: 6xido nitrico sintasa inducible

PAOP: productos avanzados de la oxidacion de proteinas
PDI: proteina disulfuro isomerasa

PFD: productos de fragmentacién de la dexosirribosa
8-epi-PGF2a: 8-epi-prostaglandina F2 alfa

PKC: proteina kinasa C

PMSF: fenilmetil sulfonil fluoruro

POMC: pro-opiomelanocortina

PON: paraoxonasa

PPARY: receptor gamma activado del proliferador de peroxisomas, del inglés

peroxisome proliferator activator receptor gamma

PRX: peroxirredoxinas
PTP1B: fosfotirosil proteina fosfatasa 1B
Redd1: proteina 1 regulada por el desarrollo y la respuesta al dafio al ADN, del

inglés regulated in development and DNA-damage responses 1

RE: reticulo endoplasmico

SDS: dodecil sulfato de sodio



SOCSS: supresor 3 de la sefalizacién de citokinas
SOD: superéxido dismutasa

TAG: triacilgliceroles

TNF: factor de necrosis tumoral

MTOR: proteina blanco de la rapamicina, del inglés mechanistic target of rapamycin

Trx: tiorredoxinas

UCP1: proteina desacopladora 1, del inglés uncoupled protein 1

VLDL.: lipoproteina de muy baja densidad, del inglés very low density lipoprotein

XBP1: proteina de union al motivo X, del inglés X-box binding protein 1




INTRODUCCION
La obesidad constituye uno de los principales problemas de salud al nivel mundial,
considerandose como una pandemia. Se ha estimado que el sobrepeso y la obesidad
causan 3,4 millones de muertes anuales, 3,9 % de afios de vida potencial perdidos y
el 3,8 % de discapacidad ajustada a los afios de vida. Tanto en paises desarrollados
como aquellos en vias de desarrollo se ha observado un incremento significativo de
individuos obesos. En 2013, la proporcion de adultos con indice de masa corporal

(IMC) 225 Kg/m? era de 38 % en mujeres y de 36,9 % en hombres al nivel mundial.

En Cuba la prevalencia de sobrepeso y obesidad en la poblacién total tiene un valor
de 29,8 % y 13,7 % respectivamente, mientras que la obesidad extrema o mérbida es
de 1,3 %. El porcentaje de mujeres obesas es superior al de los hombres (16,5 % vs
10,8 %)2.

La obesidad, particularmente la visceral o central, constituye un factor de riesgo
principal para varias enfermedades tales como diabetes mellitus tipo 2, hipertension
arterial, aterosclerosis, alteraciones en el metabolismo lipidico y cancer®’. La
epidemia es especialmente pronunciada en mujeres en edad fértil, a las que afecta su
capacidad reproductora e incrementa el riesgo de complicaciones durante la gestacion.
La obesidad materna se asocia a infertilidad, abortos espontaneos, hipertension
inducida por la gestacion, diabetes gestacional, nacimiento por cesarea, parto
pretérmino, infeccion y hemorragia posparto®?.

La obesidad pregestacional (IMC2 30 previo al momento de la concepcion)® también
trae consecuencias sobre el producto de la concepciéon. La muerte fetal y neonatal, asi

como la macrosomia tienen una mayor prevalencia en mujeres obesas®19-12, Hay
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evidencia de que la obesidad materna altera el neurodesarrollo de la descendencial?.
Por otra parte, los hijos de madres obesas tienen mayor riesgo de desarrollar en la
adultez obesidad, diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades cardiovasculares. La
predisposicion a estas enfermedades del adulto es lo que ha dado en llamarse
“programacion de la vida adulta en el medio intrauterino?2.

Las estadisticas del Sistema Nacional de Salud muestran que las malformaciones
congénitas se encuentran dentro de las primeras causas de muerte en los menores de
14 afios!4. Del afio 2008 a la fecha cuatro importantes metaanalisis han demostrado
asociacion entre la obesidad pregestacional y la aparicibn de malformaciones
congénitas en la descendencia, especialmente los defectos del cierre del tubo neural
(DTN) vy los defectos cardiacos!®> 18, Un estudio recién publicado, llevado a cabo por
profesores del departamento de Bioquimica del ICBP “Victoria de Giron” en
colaboracion con el Centro Nacional de Genética Médica corrobora que estas
anomalias congénitas son las mas frecuentemente observadas en la descendencia de
las obesas en Cuba'®.

La causa del incremento de malformaciones congénitas en los hijos de madres obesas
no esta aun dilucidada. La mayoria de los trabajos con modelos animales centran su
atencion en los efectos posnatales sobre la descendencia de madres obesas o
sometidas a dietas hipercaldricas!320-25, Prenatalmente, el periodo fetal ha sido mas
estudiado326-30 que el embrionario3!- El andlisis del efecto de la obesidad sobre el
crecimiento embrionario y fetal ha sido una constante en estos estudios!326-31, Sin
embargo, no se tiene referencia de investigaciones con modelos animales de obesidad

en los que se determine la presencia de anomalias congénitas en la descendencia®?,



con el uso de técnicas comunmente destinadas a ese fin33-3¢, Este hecho ha
obstaculizado el hallazgo de los posibles mecanismos fisiopatogénicos subyacentes,
asi como la evaluacién de intervenciones terapéuticas encaminadas a la prevencién o
disminucion de este serio problema de salud.

Muchas de las enfermedades asociadas con la obesidad tienen en comuan presentar
un estado de estrés oxidativo3°>7, En el 2003 aparece publicada una investigacion que
mostré correlacion positiva entre el IMC y un marcador de estrés oxidativo sistémico:
los niveles urinarios de 8-epi-prostaglandina F2 alfa (8-epi-PGF2a). Se encontro
asociacion entre el area grasa visceral abdominal y los niveles urinarios de 8-epi-
PGF2a, indicador de dafio oxidativo a lipidos®’.

Otros trabajos mas recientes tanto en humanos como en animales han constatado el
ambiente prooxidante en la obesidad383°. También se han realizado investigaciones
gue evallan el estado redox en mujeres obesas gestadas4%-43, pero no se dispone de
informacién en modelos experimentales de obesidad y prefiez.

Es notorio que el patron de malformaciones congénitas entre la descendencia de las
mujeres diabéticas y obesas sea bastante comin!®1844 Dado que el estrés oxidativo
se esgrime como una de las causas de la embriopatia diabética*4, pudiera ser también
un factor causal en la aparicion de anomalias congénitas en los hijos de madres
obesas.

Se hace necesario fomentar las investigaciones con modelos animales, en las que se
realice un andlisis integral del problema. Ello implica la evaluacion del efecto de la
obesidad sobre la madre, el embrién, el feto y el desarrollo placentario. Se requiere

profundizar en los mecanismos de induccion de complicaciones en el producto de la



concepcion, especificamente los relacionados con las anomalias congénitas inducidas
por la obesidad materna. Todo lo anterior permitira desarrollar estrategias terapéuticas
que contribuyan a lograr un embarazo exitoso.

La obesidad inducida por glutamato monosédico (GMS) constituye un modelo de
obesidad visceral y los animales experimentan alteraciones metabdlicas que se
describen en la obesidad tales como resistencia a la insulina y leptina, intolerancia a
la glucosa, alteraciones del metabolismo lipidico y acumulacién ectépica de lipidos4°.
Este es el tipo de obesidad que en humanos fundamentalmente se asocia a las
comorbilidades vinculadas a la obesidad*. Ademas, existen individuos normopeso
(IMC< 25 Kg/m?) “metabdlicamente obesos” los cuales desarrollan resistencia a la
insulina, dislipidemia entre otras manifestaciones metabodlicas e individuos obesos
(IMC>30 Kg/m?) “metabdlicamente sanos” sin alteraciones metabdlicas. El factor clave
gue marca la diferencia entre estos es el exceso de tejido adiposo visceral*. Por tanto,
el modelo de obesidad inducido por GMS pudiera reproducir complicaciones de la
obesidad pregestacional como son las anomalias congénitas.

Problema Préctico:

La obesidad afecta un alto porcentaje de mujeres en edad reproductora8. Varios
estudios epidemiologicos han demostrado asociacionentre la obesidad pregestacional
y la aparicion de malformaciones congénitas en la descendencia sin que se conozca
por completo la causa de esta asociacion’®>1°. No se tiene referencia de
investigaciones en modelos animales de obesidad y prefiez que reproduzcan este
fenémeno®?, lo cual impide avanzar en el conocimiento de los posibles mecanismos

causales subyacentes.



Preguntas cientificas

¢La obesidad pregestacional perturbara el crecimiento y desarrollo embrionario, fetal
y de la placenta?

¢ Las ratas obesas presentaran alteraciones metabdlicas y del balance redox durante
la gestacion?

¢ Tendran las ratas obesas disminuida su capacidad reproductora?

Si la obesidad pregestacional incrementa el riesgo de anomalias congénitas en la
descendencia. ¢ Guardara esto relacién con estrés oxidativo materno?

Objetivos:

General:

Evaluar las consecuencias de la obesidad inducida por glutamato monosdadico sobre
la madre y su descendencia durante la etapa prenatal.

Especificos:

1. Seleccionar un esquema de administracion de glutamato monosédico para inducir
obesidad en ratas Wistar.

2. Evaluar la influencia de la obesidad pregestacional sobre el estado metabdlico, la
capacidad antioxidante y el dafio oxidativo a biomoléculas en ratas Wistar , su
descendencia y la placenta.

3. Evaluar la influencia de la obesidad pregestacional sobre la capacidad reproductora
en ratas Wistar.

4. Evaluar la influencia de la obesidad pregestacional sobre el desarrollo embrionario,

fetal y placentario.



5. Determinar si existe relacion entre la presencia de anomalias congénitas en la
descendencia de ratas obesas y el estado redox sistémico materno.

Disefio general del estudio:

Para dar cumplimiento al objetivo 1 se desarrollé la tarea de investigacion 1:

Tarea de investigacion 1. Seleccion del esquema de administracién para inducir

obesidad por el glutamato monosddico en ratas Wistar

Se procedio a inyectar una Unica dosis de GMS (4mg/g de peso corporal/dia) a ratas
Wistar recién nacidas de madres sanas. Se probaron 8 esquemas de administracion
diferentes en los cuales se modificO i) la via de administracion (subcutdnea o
intraperitoneal), ii) el nimero de dosis (5 o 7 dosis), iii) la frecuencia de la
administracion (diario o en dias alternos) y iv) el dia de comienzo de la administracion
del GMS (dia 1 o dia 2 de vida). A otro grupo de ratas Wistar neonatas (controles) se
les suministré cloruro de sodio al 0,9 % bajo las mismas condiciones explicadas. A los
90 dias se realizd el diagnéstico de obesidad mediante el indice de Lee?. Para la
seleccion del esquema de administracion se tuvo en cuenta las siguientes variables:
indice de Lee*®, frecuencia de obesidad y la mortalidad neonatal.

Para alcanzar los objetivos 2 al 5 fueron disefiadas las tareas de investigacion 2y 3

Tarea de investigacion 2. Evaluacion de la influencia de la obesidad pregestacional

inducida por glutamato monosddico en ratas sobre el desarrollo embrionario

Ratas Wistar al momento del nacimiento fueron divididas aleatoriamente en dos
grupos: uno al que se le administr6 GMS (4 mg/g de peso corporal/dia) aplicando el
esquema de administracion seleccionado en la tarea de investigacion 1; al otro grupo

se le inyectd NaCl 0,9 % siguiendo igual esquema. A los 90 dias, las ratas fueron



clasificadas como obesasy controles. Se comenzo6 el apareamiento con machos sanos
de la misma cepa, designandose como 0 (cero) el primer dia de la gestacion.

A los 11,5 dias de gestacién se realizd la eutanasia de los animales. Se recolectd
sangre, tejidos hepatico y adiposo para determinaciones bioquimicas. Se determinaron
variables reproductivas. Los embriones fueron analizados morfologicamente y se
determinaron marcadores bioquimicos en embriones homogeneizados.

Tarea de investigacion 3. Evaluacion de la influencia de la obesidad pregestacional

inducida por glutamato monosddico en ratas sobre el desarrollo fetal y placentario

Se sigui6 el mismo procedimiento descrito en la tarea de investigacion 2. La eutanasia
fue ejecutada el dia 20 de la gestacion, de acuerdo con el periodo que se analiza. Se
recolecté sangre, tejidos hepatico y adiposo para determinaciones bioquimicas y se
determinaron variables reproductivas. Se llevd a cabo el estudio morfolégico de los
fetos y las placentas. Se determinaron marcadores bioquimicos en placentas
homogeneizadas.

Novedad:

Se evalla en conjunto las consecuencias de la obesidad para la madre, la placenta y
el producto de la concepcion en diferentes etapas del desarrollo. No se tiene
antecedentes de la aplicacién del modelo de obesidad inducido por GMS en este tipo
de estudios. Por otra parte, se aplica una metodologia que recopila varias técnicas
gue permiten la deteccidon de anomalias congénitas tanto en periodo embrionario como
fetal y no se tiene referencia de su uso en modelos experimentales de obesidad y

prefiez (Figura 1).



Eutanasia dia 11,5 Eutanasia dia 20
(periodo embrionario) (periodo fetal)

. | Diseccion de cuernos uterinos | “

X L 2
| Extraccion de los embriones | T Extraccion de los fetos |
¥ A
Observacion bajo estereoscopio de: Deteccion de anomalias externas
-Vesiculas cerebrales en fetos mediante inspeccion visual de:
-Vesiculas optica y otica -Craneo
-Cierre del Tubo neural -Orejas, ojos y boca
-Curvatura axial -Miembros superiores e inferiores
-Esbozos de las extremidades -Regiones toracica, abdominal y dorsal
anteriores » *
Tincién con rojo de alizarina Fijacién con solucién de Bodian
(50% de los fetos) (50% de los fetos)

Deteccion de anomalias congénitas, R .
@ Realizacion de cortes de Wilson

especialmente DTN

A A
Observacion bajo estereoscopio
|

- v
I Deteccion de anomalias esqueléticas | I Deteccion de anomalias viscerales ]

Figura 1: Metodologia para la deteccion prenatal de anomalias congénitas en ratas.
DTN: defectos del cierre del tubo neural.

Aporte:

A partir de esta investigacion se cuenta con un sistema experimental que incluye una
metodologia para la deteccién de anomalias congénitas que puede ser empleado en
futuras investigaciones sobre obesidad y prefiez en ratas. Se aporta evidencias del
riesgo de la obesidad para el desarrollo de anomalias congénitas, fundamentalmente
los defectos del cierre del tubo neural. También se proporciona evidencias de estrés
oxidativo generado por la obesidad materna lo que permite en venideros trabajos
profundizar en la contribucion del estrés oxidativo en complicaciones de la obesidad
materna.

Los resultados de este trabajo tienen gran impacto social al constituir una alerta a las
autoridades sanitarias sobre la necesidad de desarrollar estrategias encaminadas a
lograr que las mujeres en edad reproductora alcancen un peso adecuado antes de la
concepcion. Lo anterior contribuira a mejorar la salud de las madres y de su

descendencia.



1. FUNDAMENTO TEORICO



1. FUNDAMENTO TEORICO

La obesidad se define como un exceso de grasa corporal que pudiera afectar
negativamente la salud de un individuo®. La mayoria de las veces se manifiesta por
un peso corporal superior al considerado como normal*’. Se precisa que no es la

masa grasa total, sino un exceso de grasa en determinadas localizaciones3*.

La acumulacion de grasa intra-abdominal u obesidad visceral, es tan 0 mas
importante que la grasa corporal total en la prediccion de las complicaciones que
tradicionalmente han sido asociadas con la obesidad. El sindrome metabdlico,
diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares, alteraciones en el
metabolismo lipidico, enfermedad de higado graso no alcohdlica, aterosclerosis y

algunos tipos de cancer se encuentran entre dichas complicaciones34.

La enfermedad es un estado que se genera por desbalance energético derivado de
una ingesta excesiva de calorias por encima del consumo del organismo#’. Los
estilos de la vida moderna caracterizados por dietas con alto contenido calorico,
conjuntamente con la disminucién de la actividad fisica han provocado el aumento
alarmante de esta enfermedad. A esto también han contribuido los cambios en la

microbiota intestinal®.

Existen mecanismos neurohumorales complejos que controlan el equilibrio
energético mediante la regulacion del apetito y la saciedad (Anexo 1). Estos pueden

dividirse, de manera simplificada, en tres componentes4’:48:

1) El sistema periférico o aferente que genera sefiales procedentes de varias

localizaciones. Sus principales componentes son leptina y adiponectina producidas



por el tejido adiposo, grelina del estbmago, péptido YY del ileon y el colon e insulina

y amilina del pancreas*’-48.

2) El sistema central (nGcleo arqueado del hipotdlamo) el cual procesa e integra las
sefiales periféricas neurohumorales y genera sefiales eferentes. Contiene dos
subgrupos de neuronas de primer orden: neuronas anorexigénicas que producen
pro-opiomelanocortina (POMC) y transcriptos regulados por cocaina y anfetamina
(CART) y neuronas orexigénicas que contienen neuropéptido Y (NPY) y péptido
relacionado con Agouti (AgRP). Estas neuronas de primer orden se comunican con

neuronas de segundo orden?”:48,

Las neuronas POMC/CART causan disminucion del apetito, intensifican el gasto de
energia y la pérdida de peso mediante la produccion de hormona alfa estimulante
de melanocitos (MSH) y la activacion de los receptores de melanocortina 3y 4
(MC3/4R) enlas neuronas de segundo orden. Las neuronas NPY/AgRP promueven
la ingesta alimentaria y la ganancia de peso mediante activacion de los receptores

Y1/5 en las neuronas de segundo orden®’:48,

3) El sistema eferente, el cual lleva las sefiales generadas en las neuronas de
segundo orden del hipotalamo para controlar la ingesta alimentaria y el gasto de
energia. El sistema hipotalamico también se comunica con centros del prosencéfalo

y el mesencéfalo que controlan el sistema nervioso autbnomo*”:48.

La obesidad se origina por un trastorno en los mecanismos que controlan el peso
corporal. Su patogenia es multifactorial, extremadamente compleja, y aln no se
comprende completamente. Involucra  factores genéticos, epigenéticos,
socioecondémicos, culturales, étnicos y politicos*’. Los estudios de asociacion del

genoma global han permitido identificar variantes genéticas que predisponen a la
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obesidad y a complicaciones ligadas a esta en genes cuyos productos intervienen
en el control del balance energético y el metabolismo como proteina asociada a la
obesidad visceral (FTO), MC3R, MC4R, POMC Yy otros. Las interacciones genes-
ambiente pueden conducir a alteraciones metabodlicas y a obesidad como
consecuencia de cambios epigenéticos que alteran la expresion de los genes

mencionados sin modificacion de la secuencia de ADN49.50,

Cuando la ingesta calérica excede el gasto de energia, se generan respuestas
celulares adversas ante la exposicién continuada al exceso de nutrientes. Esto
ocurre en muchos tipos de células (adipocitos, células endoteliales y musculares,

hepatocitos, macréfagos y monocitos), generandose disfuncion metabdlicas.

La obesidad, particularmente la visceral, conduce o se asocia a un grupo de
alteraciones metabdlicas como la resistencia ala insulina y a la leptina, la expansion
del tejido adiposo disfuncional, el almacenamiento ectopico de lipidos,
modificaciones en el perfil lipidico sérico, liberacion de citokinas proinflamatorias y
estrés oxidativo. Estas alteraciones metabdlicas son las que hacen de la obesidad
un factor de riesgo principal de las entidades nosolégicas mencionadas al inicio de

este acapite34:647.50,
1.1 Principales alteraciones metabélicas en la obesidad

1.1.1 Expansion del tejido adiposo: es consecuencia de la hipertrofia e hiperplasia
de los adipocitos. Tras la ingesta de alimentos se incrementan los niveles de
glucosa sanguinea, lo cual constituye una sefial para la liberacion de insulina por el
pancreas que activa la lipogénesis en el tejido adiposo346, La estimulacién de la
lipogénesis favorece la acumulacion intracelular de triacilgliceroles (TAG) que

conduce a hipertrofia de los adipocitos. Las dietas ricas en grasa estimulan la
11



expresion del receptor gamma activado del proliferador de peroxisomas (PPARYy),
que tiene como ligandos naturales a los acidos grasos y sus derivados. El PPARy

contribuye al almacenamiento de energia al potenciar la adipogénesis®?.

Los TAG son almacenados en vesiculas lipidicas del tejido adiposo. Las vesiculas
lipidicas estan constituidas por una monocapa de fosfolipidos y proteinas
especfificas, la cual rodea a un nlcleo central hidrofébico de TAG y ésteres de
colesterol. Las proteinas perilipinas, se localizan en la superficie de las vesiculas
lipidicas y actian como una barrera fisica que impide el acceso de las lipasas a los

TAG en condiciones basales®?.

En el adipocito hipertrofiado el sellado de la superficie de las vesiculas por las
perilipinas es defectuoso, todo lo cual promueve la liberacion de acidos grasos no
esterificados (AGNE) hacia la circulacién, su incremento en el plasma y la
acumulacion ectépica de lipidos#°3°4, Elaumento de los AGNE en el plasma se ha

relacionado con el incremento del IMC®®y con el aumento de la grasa visceral*>0,

1.1.2 Resistencia a la insulina: se define como la capacidad disminuida de la
insulina para estimular la captaciéon de glucosa en tejidos periféricos o la
incapacidad de la insulina para impedir la liberacién de glucosa por el higado®6:57,
Predispone al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2. La hipertrofia del adipocito
conduce a la disminucion del nimero de receptores para la insulina por area de
superficie, lo cual contribuye al estado de resistencia a la hormona. Se requerira
mayor concentracion de la insulina para provocar un determinado efecto

metabdlico®6-57,

Los AGNE y metabolitos derivados [ceramidas, N-aciletanolaminas, diacilglicerol

(DAG) y acil-Coenzima A] activan a seril/treonil proteinas kinasas tales como
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isoformas no convencionales de la proteina kinasa C-0,¢,6 (PKC), proteina kinasa
del inhibidor del factor nuclear-kappa B (IKK) y proteina kinasa del dominio N-
terminal de la proteina c-Jun (JNK). Estas enzimas fosforilan al receptor de la
insulina o al sustrato 1/2 del receptor de la insulina (IRS1/2), bloqueando la accion
de esta hormona. De esta forma los AGNE y metabolitos derivados inducen

resistencia a la insulina6-°9,

Las ceramidas en particular activan a la fosfotirosil proteina fosfatasa 2A, la que
desfosforila e inactiva a la proteina kinasa B (PKB). Esta proteina participa en la via
por medio de la cual ocurre la translocacion de los tranportadores 4 de glucosa
(GLUT4) hacia la membrana plasmatica por lo que su inactivacion disminuye la

captacion de glucosa®®.

El estrés mecénico debido a acumulacion ectdpica de lipidos, la hipoxia relativa por
hipertrofia de los adipocitos, asi como el incremento en la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ERO) imponen tensién sobre la maquinaria del reticulo
endoplasmico (RE), generando una respuesta de estrés, denominada “Respuesta
a proteinas desplegadas”®1.62, Como consecuencia se activan seril/treonil proteinas
kinasas tales como JNK e KK, causando resistencia a la insulina por un lado y
aumento de la expresion de citokinas proinflamatorias por el otro. Es por ello que la

obesidad se considera como un estado inflamatorio crénico®.62,

Las citokinas proinflamatorias [factor de necrosis tumoral alfa (TNF a), interleukina-
1 beta (IL-1B), IL-6, proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1) y otras] son
segregadas por adipocitos y macréfagos que infiltran el tejido adiposo de obesos.
Estas citokinas agravan la resistencia a la insulina, ya que las mismas pueden
estimular directamente a las serilitreonil proteinas kinasas mencionadas
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anteriormente’60-62. E| TNF a ademas disminuye los niveles de perilipinas

contribuyendo a la liberacion de AGNE hacia el plasma®3.

La obesidad se acompafia de disminucién de algunas adipokinas como la
adiponectina, mientras aumenta la liberacion de resistina y vifastina. Estas Ultimas
ejercen un efecto prooxidante, proinflamatorio y causan resistencia a la insulina.
Contrariamente, la adiponectina incrementa la sensibilidad a la insulina. Tiene
potentes efectos antiinflamatorios, antioxidantes y antiaterogénicos. La produccién
elevada de citokinas proinflamatorias (TNF a e IL-6) en los adipocitos inhibe la
sintesis y secrecion de adiponectina y contruye al estado de resistencia a la

insulina®”.

1.1.3 Resistencia ala leptina: los mecanismos exactos que conducen a resistencia
a la leptina con la consecuente hiperleptinemia aun no estan esclarecidos. Dentro
de los mecanismos probables que han sido postulados se encuentran: la
disminucion de la capacidad de la barrera hemato-encefalica (BHE) de transportar
la leptina hacia el cerebro y de la expresion de receptores de leptina,
fundamentalmente los que tienen el dominio citosdlico corto que se encargan de la
eliminacién del exceso de la hormona. También se invoca la sobreexpresion de
SOCS3 (supresor 3 de la sefalizacion de citokinas) el cual bloquea la unién de
JAK2 (kinasa Jano 2) al receptor de leptina y de PTP1B una fosfotirosil proteina
fosfatasa que desfosforila a JAK2 inhibiendo la sefalizacion mediada por la

leptina®3.64,

La hiperleptinemia incrementa el riesgo de aterosclerosis y de enfermedades
cardiovasculares. Esto es debido a que conduce a hiperactividad simpatica renal,
provocando vasoconstriccion periférica, aumento de la reabsorcion tubular de
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sodio y consecuentemente hipertension arterial. Ademas, tiene efectos
prooxidantes y proinflamatorios que causan disfuncion endotelial. Por otra parte,
estimula la agregacion plaquetaria, la proliferacion de las células musculares lisas

de los vasos sanguineos e hipertrofia de los cardiomiocitos®3.64,

1.1.4 Alteraciones en el perfil lipidico sérico: La obesidad visceral se acompafa de
altos niveles de TAG y VLDL, bajos niveles de HDL-colesterol, niveles altos o
normales de colesterol total y LDL-colesterol, siendo las particulas de LDL mas
pequefas y densas que lo normal. Como consecuencia del aumento de las VLDL
en la circulacién se produce intercambio de lipidos entre las VLDL, las HDL y las
LDL. Las VLDL le transfieren TAG y a su vez las HDL y LDL le pasan ésteres de
colesterol. Las particulas de LDL y HDL ricas en TAG formadas son buenos
sustratos de la TAG lipasa hepatica que les degrada estos lipidos y las torna mas
pequefias. Las HDL mas pequefias son sensibles a la degradacion por lo que

aumenta su eliminacién del plasma y disminuye su concentracion®.

Las LDL pequefias y densas son aterogénicas. Varios factores contribuyen a la
aterosclerosis. Primero, las particuas de LDL pequefias se unen menos
eficientemente al receptor de LDL, su ruta normal de eliminacion, con lo cual
permanecen mas tiempo en la circulacién. La resistencia a al insulina favorece la
permanencia en la circulacién por reduccion de la capacidad de la insulina de
estimular la expresion del receptor de LDL. Segundo, se producen cambios
conformacionales en la apolipoproteina B sobre la superficie de las LDL pequefias
gue hace que interactien con mayor probabilidad con el endotelio vascular. La
retencion y el menor tamafo de esas particulas facilitan su penetracién dentro de

la pared arterial. Tercero, las LDL pequefias y densas son muy susceptibles a la
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modificacion quimica (oxidacion) una vez dentro de la pared arterial. Cuarto, los
macrofagos residentes reconocen y captan a las LDL modificadas transformandose
en células espumosas. La formacion de células espumosas es un paso inicial en el

desarrollo de la placa aterosclerética®.

1.2 Obesidad y estrés oxidativo

Se plantea que el estrés oxidativo es el mecanismo subyacente comun de las
comorbilidades relacionadas con la obesidad. El estrés oxidativo se define
clasicamente como un desbalance entre la produccion de especies reactivas del
oxigeno y los mecanismos de defensa antioxidantes, predominando condiciones

prooxidantes®5-68,

Cuando el desbalance es ligero se producira modificacion oxidativa de grupos
sulfhidrilo de residuos de cisteinas (S-glutationilacién o formacion de puentes
disulfuro intramoleculares) en proteinas sensibles al estado redox, lo cual afectara
la funcion de estas biomoléculas. Generalmente son factores de transcripcién por
lo que se alteran determinadas vias de sefializacion celular y la expresion
genética®. Cuando es severo ocasiona dafio oxidativo a biomoléculas (lipidos,
proteinas y ADN) y por consiguiente alteracion de las funciones celulares que

puede conducir a la muerte celular®s-68,
1.2.1 Especies reactivas del oxigeno

Las ERO son moléculas que contienen oxigeno, son muy reactivas y tienen una
vida media muy corta. Existen especies radicalicas y no radicdlicas. Los radicales
libres son aquellos que contienen un electrén desapareado en su orbital externo.

Dentro de las ERO de mayor interés biologico se encuentran: anion superoxido,
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peréxido de hidrogeno, radical hidroxilo, oxigeno singulete, Oxido nitrico, anién

peroxinitrito, acido hipocloroso y los radicales organicos®°67.68 (Anexo 2).

Las ERO son subproductos del metabolismo celular. Las ERO cumplen importantes
funciones. A concentraciones moderadas las ERO actian como moléculas
sefalizadoras y juegan un importante papel en la regulacién del tono vascular, el

crecimiento y la proliferacion celulares, la apoptosis y la respuesta inflamatoria®%67.

La principal fuente de generacion de ERO son las mitocondrias. Bajo condiciones
normales aproximadamente el 2 % del oxigeno molecular consumido, experimenta
reduccién univalente, convirtiéndose en anidon superoxido a nivel de los complejos

| y Il de la cadena transportadora de electrones®:67.68,

Las ERO también son generadas a partir de fuentes no mitocondriales como
durante la degradacion de purinas y la degradacion en los peroxisomas de los
acidos grasos de cadena muy larga y los de cadena ramificada. Otras fuentes no
menos importantes son: producto de la actividad de las enzimas nicotin adenin
dinucledtido fosfatado reducido (NADPH) oxidasa y monoaminooxidasa, en las
reacciones de hidroxilacion catalizadas por el sistema microsomal del citocromo
P450, asi como producto del metabolismo de los icosanoides mediado por la

ciclooxigenasa y la lipooxigenasa®°:68,
1.2.2 Antioxidantes

El organismo utiliza potentes mecanismos para evitar la acumulacion de ERO. Los
mismos son llevados a cabo por sustancias que a bajas concentraciones con
relacion a un sustrato oxidable disminuyen o previenen su oxidacion. Estos

compuestos se denominan genéricamente antioxidantes y pueden clasificarse
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atendiendo a diferentes criterios. Segun su naturaleza quimica existen dos grupos

de antioxidantes: enzimaticos y no enzimaticos®°,

Dentro de los antioxidantes enzimaticos se encuentran las enzimas superéxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPXx), glutation reductasa
(GR), paraoxonasa (PON), peroxirredoxina (PRX) y tiorredoxina reductasa (Anexo

3). Estas enzimas pueden actuar concertadamente o de forma independiente-68,

La SOD es una metaloenzima que cataliza la dismutacion del radical superéxido
dando oxigeno molecular y peréxido de hidrogeno. Es la Unica enzima conocida
gue actia sobre un radical. La CAT reacciona con el peroxido de hidrégeno,
producido en la reaccion catalizada por SOD, generando agua y oxigeno molecular.
La GPx cataliza la reduccién del peréxido de hidrégeno o lipoperoxidos utilizando
como agente reductor al glutation reducido (GSH), el cual es regenerado por accion

de la GR. La GPx presenta mayor afinidad que CAT por su sustrato®°:68,

Las PON ademas de poder hidrolizar compuestos organofosforados tienen discreta
actividad de esterasa y lactonasa. Estas enzimas circulan en el plasma asociadas
generalmente con las HDL y son capaces de hidrolizar los fosfolipidos oxidados
presentes en las LDL®°. Las PRX se encuentran en altas concentraciones (50—100
mM) dentro de la célula y reaccionan muy rapidamente con el peroxido de
hidrégeno convirtiendolo en agua y oxigeno molecular, a expensas de la oxidacion
de la tiorredoxina [Trx (S-S)]. La tiorredoxina reducida [Trx (SH)2] esregenerada

por accion de la enzima tiorredoxina reductasa®®.

El sistema antioxidante no enzimatico estd constituido por proteinas como la
transferrina, ferritina, ceruloplasmina, tioredoxina y la albumina, las que secuestran

metales de transicion (hierro y cobre). Otro grupo de compuestos de bajo peso
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molecular se incluyen dentro de los antioxidantes no enzimaticos tales como: GSH,
acido Urico, bilirrubina, coenzima Q (CoQ), las vitaminas Cy E y los B-carotenos®68

(Anexo 3).

El GSH es un tripéptido (gamma-glutamil-cisteinil-glicina) y constituye el principal
antioxidante enddégeno no enzimatico del organismo. Interviene en la
destoxificacion de compuestos electrofilicos, captura de radicales libres y modula
funciones inmunes. Aligual que la tiorredoxina preserva los grupos sulfihidrilos en
las proteinas previniendo su oxidacion. El acido Urico secuestra los iones divalentes
del hierro o del cobre, reacciona con el acido hipocloroso y elimina directamente los

radicales peroxilo, alcoxilo e hidroxilo6°68,

La CoQ y la vitamina E son moléculas liposolubles que actian deteniendo la cadena
de propagacion de reacciones de peroxidacion lipidica. La primera participa en la
regeneracion de la vitamina E en condiciones de estrés oxidativo. Los -carotenos
también son lipofilicos, inactivan al singulete del oxigeno y capturan radicales libres,
especialmente los lipoperéxidos. En contraste, la vitamina C es hidrosoluble y
puede reaccionar con los radicales superéxido e hidroxilo. Ademas cumple una

importante funcién en la regeneracion de la vitamina E6°68,
1.2.3 Dafio a biomoléculas por especies reactivas del oxigeno

Las ERO reaccionan con biomoléculas (lipidos, glacidos, proteinas y ADN)
modificando su estructura y alterando su funcién. Frente a la lesién oxidativa la
célula puede repararla, sobrevivir con persistencia del dafio u organizar su

muerteb5.68,
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Los lipidos que contienen en su estructura acidos grasos poliinsaturados sufren
peroxidacién en presencia de ERO y oxigeno molecular. Se produce una cadena
de reacciones de oxidacién donde varias moléculas lipidicas son oxidadas. En la
fase de iniciacion un radical de elevada reactividad como el hidroxilo extrae un
atomo de hidrégeno de un &cido graso insaturado produciendo un radical lipidico
centrado en el carbono (L°). Este radical experimenta una reorganizacion molecular
formandose un radical mas estable: el dieno conjugado, el cual en su reaccion con
el oxigeno da lugar al radical peroxilo (LOO®). Este Ultimo posee suficiente
reactividad como para atacar a otro lipido y conducir la propagacion de la

peroxidacion lipidica®®% (Anexo 2).

Durante las reacciones de peroxidacién lipidica se producen aldehidos como el
malonildialdehido (MDA) y el 4-hidroxi-trans-2-nonenal (HNE) y otros compuestos
(isoprostanos, hidrocarburos de cadena corta) que son utilizados como marcadores
del dafio oxidativo a lipidos®>68 (Anexo 2). Algunos de estos productos de la

peroxidacion lipidica inducen dafio a proteinas y al ADN0.

Las proteinas son atacadas con frecuencia por el radical hidroxilo y por el
peroxinitrito. Todos los aminoacidos son sensibles al ataque de las ERO, no
obstante los productos de oxidacion mas estables que se han detectado son
aquellos relacionados con residuos de triptéfano, metionina, tirosina, fenilalanina y

cisteina®s71,

Dentro de las modificaciones oxidativas de las proteinas se pueden citar la
formacion de derivados de tirosina como nitrotirosina, clorotirosina o ditirosina. Se
pueden formar puentes disulfuros intramoleculares o intermoleculares, formacién
de proteina-acido sulfénico, glutationilacion y nitracion de residuos de cisteina
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(Anexo 4). Otros dafios son la formacion de grupos carbonilos a partir de la
oxidacién de lisina, arginina, histidina y prolina, asi como los entrecruzamientos

entre cadenas polipeptidicas, proteinas-ADN Yy la fragmentacién de proteinas®>71.

Los productos avanzados de oxidacion de proteinas (PAOP) que se forman por la
accion de oxidantes clorados, especialmente el acido hipocloroso y las cloraminas
producidas por mieloperoxidasas en neutr6filos activados, asi como los grupos
carbonilos son compuestos estables utilizados con frecuencia como marcadores de
dafo oxidativo a proteinas. Las consecuencias de las modificaciones oxidativas son
la alteracion o pérdida de la funcién de la proteina, la agregacién de las proteinas
oxidadas, incremento de la inmunogenicidad y modificacion de la expresion

genética® 1,

El ADN es dafado fundamentalmente por el radical hidroxilo y los productos
radicélicos de la peroxidacion lipidica, entre otros. Entre las lesiones provocadas
por las ERO al ADN estan la modificacion quimica de las bases nitrogenadas, la
oxidacion de la 2-desoxirribosa, formacion de sitios apurinicos o apirimidinicos por
pérdida de bases nitrogenadas, entrecruzamientos y roturas monocatenarias o
bicatenarias. La guanina es la base mas sensible al ataque oxidativo’?, el
compuesto que se origina es estable, razon por la cual el nucleésido 8 hidroxi-
desoxiguanosina es el marcador mas utilizado al evaluar el dafio oxidativo al ADN
(Anexo 5). Estas lesiones son mutagénicas y pudieran modificar la expresion de

algunos genes®°.

La integridad del ADN mitocondrial es necesaria para el adecuado funcionamiento
de la cadena transportadora de electrones y la produccién de ATP que ocurre en la
mitocondria. EI ADN mitocondrial codifica varias subunidades de los complejos de
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la cadena de transporte electronico mitocondrial. EI ADN mitocondrial es mas
susceptible al dafio oxidativo que el ADN nuclear, ya que carece de la proteccion
ofrecida por las histonas y las regiones no codificantes son escasas 0 no existen

por lo que esto favorece la mutagénesis inducida por oxidaciéon’s.
1.2.4 Estrés oxidativo inducido por la obesidad

La ingesta excesiva de macronutrientes favorece las oxidaciones bioldgicas (de
glucosa y éacidos grasos), y por consiguiente un incremento en la actividad
mitocondrial. Cuando el suministro excesivo y continuado de acidos grasos que van
a oxidarse supera la capacidad funcional de la mitocondria, estos y sus derivados
se acumulan provocando disfuncion mitocondrial e incremento en la produccion de

ERO mediante diferentes mecanismos®>4°°,

Los AGNE de cadena larga actian como desacopladores de la respiracion celular.
Estos disipan el gradiente de protones generado durante el transporte de
electrones. Las moléculas de AGNE de cadena larga en su forma no disociada
experimentan espontdneamente movimientos transversales (Flip-Flop) desde la
monocapa externa hacia la interna de la membrana mitocondrial interna (MMI). Una
vez aqui liberan un proton hacia la matriz mitocondrial debido a su mayor valor de

pH con respecto al espacio intermembranoso®* 74,

Los AGNE en su forma anidnica son transportados hacia el espacio
intermembranoso a través del transportador ADP/ATP o de otros transportadores
de la MMI o de proteinas desacopladoras. Una vez alli captan un proton del medio,
pasando a su forma no disociada. De esta forma se produce el paso neto de un
proton desde el espaciointermembranoso hacia la matriz mitocondrial por molécula

de AGNE de cadena larga®*74,
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Los AGNE, en su forma anidnica, son inhibidores competitivos de los
transportadores ADP/ATP y del aspartato/glutamato. Esta inhibicién altera la

concentracion intra y extra mitocondrial de ATP y la funcién mitocondrial®474.75,

Los AGNE de cadena larga, preferentemente los poliinsaturados, y sus derivados
estimulan la produccién mitocondrial de ERO al interactuar con componentes de
los complejos | y Il de la cadena respiratoria e inactivarlos. También causan la
liberacién del citocromo ¢ hacia el citosol con lo cual se bloguea el transporte de
electrones y la reduccion del oxigeno molecular a agua. Todo esto potencia la

produccién de anién superéxido a nivel de los complejos | y 357547475 (Anexo 6).

La fluidez de la MMI se incrementa por la incorporacion de los AGNE de cadena
larga, mediante la apertura de poros. Esto facilita la denominada “fuga de
electrones”, con lo cual se produce la reduccién univalente del oxigeno a anion

superéxido®*74,

La generacion de ERO a partir de fuentes no mitocondriales también es estimulada
por los AGNE, especificamente por los poliinsaturados de cadena larga (Anexo 7).
El sistema de la NADPH oxidasa de membrana plasmatica es activado por los
AGNE en células fagociticas, endoteliales, fibroblastos, adipocitos, linfocitos T y
B3.6.74, Los propios AGNE constituyen sustratos para la oxidacién, incrementandose
los productos de la peroxidacion lipidica, altamente reactivos que inducen dafio a
biomoléculas. Se plantea que los AGNE pudieran inactivar la regeneracion de GSH,
por consiguiente disminuye la eliminacion de peroxido de hidrogeno, hidroperoxidos

y lipoperéxidos por accion de la glutation peroxidasa .
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Las citokinas proinflamatorias contribuyen a intensificar el estrés oxidativo pues
activan al complejo NADPH oxidasa, que constituye una de las fuentes de ERO, al

tiempo que inhiben la expresion de enzimas antioxidantes®:’.

Como consecuencia de la resistencia a la insulina, se elevan los niveles de glucosa
en sangre. En condiciones de hiperglicemia se incrementa la produccién de radical
superéxido debido a la activaciéon de cinco vias’®: (1) Glicosilacién no enzimatica
de proteinas, mediante la cual se obtienen los llamados productos finales de

glicosilacion avanzada (AGE, por sus siglas en inglés: advanced glicosilation end

products); (2) Incremento en la velocidad de la via del poliol (controlada por la
enzima aldosa reductasa) con la consiguiente disminucion de NADPH, el cofactor
de la enzima antioxidante glutatién reductasa y otros intermediarios. (3) Incremento
de la via de la hexosamina, enla cual se forma N-acetil glucosamina. (4) Incremento
de la expresion del receptor AGE y sus ligandos y (5) activacion de isoformas de la

PKC.

La hiperleptinemia estimula a la PKC, la cual fosforila a la subunidad p47rhox del
complejo multienzimatico de la NADPH oxidasa en células endoteliales y
musculares lisas de los vasos sanguineos. La fosforilacion activa al complejo, el

cual genera anion superéxido®.

El aumento de las concentraciones de leptina produce disminucién de la actividad
de PON-1, reduciendo la capacidad antioxidante. Esta enzima previene la
acumulacion de perédxidos lipidicos en las LDL3®. La leptina ademas activa la
proliferacion de monocitos y macréfagos, la sintesis y liberacion de citokinas pro-

inflamatorias®:”.
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La actividad del sistema renina-angiotensina esta incrementada en la obesidad. La
angiotensina Il al interactuar con su receptor estimula la generacion de ERO

mediada por la NADPH oxidasa en células vasculares y adipocitos3®,

El desacoplamiento de la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y la 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS) es otro mecanismo que pudiera contribuir a la produccion
de ERO en la obesidad. A baja concentracion de su sustrato (L-arginina) o de su
cofactor (tetrahidrobiopterina) la enzima 6xido nitrico sintasa genera
preferentemente radical superéxido en vez de éxido nitrico®. Esto se ha descrito en
células endoteliales y observado en modelos animales de enfermedad
cardiovascular y pacientes con riesgo cardiovascular. En el tejido adiposo hay
elevada expresion de eNOS e iNOS, pero la contribucion de este mecanismo a la

generacion de ERO en las células grasas no esta bien esclarecida®.

Por otro lado, existen evidencias que demuestran que los obesos exhiben una
inadecuada defensa antioxidante. EIl consumo de fitoquimicos y antioxidantes en
la dieta es generalmente bajo en los obesos. Los niveles séricos de vitaminas E y
C, B-carotenos y minerales como el zinc y el selenio (cofactores de enzimas
antioxidantes) se han encontrado disminuidos en personas obesas con respecto a
individuos no obesos. La reduccion de la actividad de las principales enzimas
antioxidantes, asi como de la capacidad antioxidante total se ha constatado en los

obesos. Todo ello favorece el estrés oxidativo346.7.

Las propias ERO son capaces de reforzar la situacion de estrés oxidativo pues a
nivel mitocondrial inducen la apertura de poros de transicion de la permeabilidad lo
gue permite la “fuga de electrones”. Ello favorece la reduccidén del oxigeno a anion
superéxido’’. Son capaces de activar a seriltreonil proteinas kinasas e inducir
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resistencia a la insulina®®’. Las ERO aumentan la expresion de citokinas
inflamatorias mediado por la activacién del factor nuclear- kappa B (NF-kB) y
disminuyen la sintesis de adiponectina3’. Un resumen de los mecanismos que

conducen a estrés oxidativo en la obesidad aparece en el Anexo 8.

1.3 Adaptaciones metabdlicas durante la gestacion normal y en la obesidad

Durante la gestacion, el metabolismo de la madre sufre adaptaciones para asegurar
el continuo aporte de nutrientes a la unidad feto-placentaria y asi poder soportar su
crecimiento, lograr una adecuada homeostasis metabodlica de la madre y su
preparacion para la lactancia. Las adaptaciones metabdlicas se incrementan con el

avance de la gestacion y desaparecen después del parto 8.

La gestacion se caracteriza por dos etapas claramente diferenciadas. En los dos
primeros tercios del embarazo (fase anabdlica) el crecimiento del producto es lento.
En la madre se favorece el almacenamiento de energia en forma de TAG

(lipogénesis) con lo que se incrementa la masa grasa’e.

En el dltimo tercio (fase catabdlica) el crecimiento fetal es muy rapidoy los lipidos
almacenados son movilizados (hiperlipemia) para ser usados por los tejidos
maternos periféricos y para la lactancia. Lo anterior minimiza el catabolismo
proteico y preserva la glucosa para el embridén y el feto. Se estimula la lipdlisis,
incrementandose los niveles plasmaticos de AGNE y glicerol. Este Ultimo
constituye sustrato de la gluconeogénesis. El aumento de las concentraciones
plasmaticas de cortisol a lo largo de la gestacion estimula ese proceso

metabdlico’8 79,
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En el higado, los AGNE son incorporados a la sintesis de triacilgliceroles y retornan
a la circulacién en forma de VLDL, lipoproteina que aumenta su concentracion en
el plasma materno. Por accion de la lipasa de lipoproteina se liberan acidos grasos
gue pueden atravesar la membrana placentaria y servir como fuente de energia al
embrion o feto’®7®. Los AGNE a nivel hepatico también son beta-oxidados
formandose acetilcoenzima A. Esto favorece la sintesis de cuerpos cetdnicos a
partir de acetilcoenzima A, condicionando la cetosis en la embarazada. Los cuerpos
cetonicos pueden atravesar la placenta y servir de fuente de energia al embrién o

feto o pueden ser utilizados por los tejidos maternos?879,

El embridn y el feto utilizan preferentemente la glucosa como combustible. Se
incrementan los niveles plasmaticos de insulina con el avance de la gestacién como
consecuencia del establecimiento de un leve estado de resistencia a la hormona
en la madre, lo que permite la difusion de la glucosa plasmética a través de la
placenta hacia el producto de la concepcion. Ademas, se incrementa la produccion
hepéatica de glucosa. Conjuntamente disminuyen los niveles plasmaticos de
adiponectina a lo largo del embarazo contribuyendo al estado de resistencia a la

insulina’s.

En la gestacidén las concentraciones plasmaticas de leptina se incrementan y
disminuyen la de su receptor instaurdndose un estado de resistencia a esta
hormona. Ello favorece el incremento del apetito y la acumulacién de reservas
grasas en la madre. La resistencia a la leptina es inducida por hormonas como la

progesterona, el lactbgeno placentario y la prolactina’®.

El embarazo es un estado normal en la mujer adulta en el que se produce una
demanda energética elevada. También ocurre incremento del consumo basal de
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oxigeno a lo largo de la gestacion, exceptuando la hipoxia fisiologica del primer
trimestre. Todo ello favorece la produccién de ERO, sobretodo de productos de la
peroxidacion lipidica. La hipoxia del primer trimestre favorece la implantacién del
embridn y la diferenciacion celular y lo protege del efecto deletéreo de las ERO

durante la organogénesis®l.

Conjuntamente con la produccion incrementada de ERO durante la gestacion, se
potencian los mecanismos de defensa antioxidante. Aumentan fundamentalme nte
los niveles de antioxidantes no enzimaticos como vitaminas E y C, ceruloplasmina,

glutatién y acido Urico en la circulacién materna®.

La placenta humana es hemocorial, rica en mitocondrias, contiene abundantes
macrofagos, esta altamente vascularizada y expuesta a elevada presion parcial de
oxigeno materna. Estas caracteristicas explican en parte, la produccion de
radicales libres a nivel placentario, especialmente peroxidos lipidicos. El 6xido
nitrico también es producido localmente. En el embarazo normal, las eficientes
defensas placentarias antioxidantes son suficientes para controlar la peroxidacion

lipidica, sin embargo este equilibrio se puede alterar facilmente4.

La obesidad materna exacerba los ajustes metabdlicos que ocurren usualmente
en el embarazo. Las mujeres obesas experimentan desde el inicio de la gestacion
estado severo de resistencia ala insulina y ala leptina, estrés oxidativo, inflamacion
crénica e hiperlipemia (hipertriacilglicerolemia, aumento de AGNE) exageradal?78,
El tejido adiposo es la fuente primaria de estrogenos por lo que los niveles
plasmaticos de estr6genos se incrementan con la adipocidad. Esto genera un
aumento aun mas marcado de las concentraciones séricas de los lipidos”. Todo
esto trae consecuencias negativas sobre la madre y su descendencial?’é,
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La resistencia a la insulina en el embarazo complicado con obesidad incrementa el
riesgo de diabetes gestacional y macrosomia fetal. A esta Ultima también contribuye
la hiperlipemia. EI aumento de los niveles de glucosa sanguinea como
consecuencia de la resistencia a la insulina asi como el flujo incrementado de
AGNE hacia el embrion induce estrés oxidativo y causa malformaciones
congénitas. El ambiente prooxidante acrecienta la probabilidad de hipertensién
gestacional, rotura prematura de membranas, parto pretérmino y crecimiento
intrauterino retardado®12:82, El feto expuesto a hiperleptinemia desarrolla resistencia
a la leptina que se mantiene posnatalmente. Lo anterior conduce a hiperfagia y a

obesidad en etapas tempranas de la vidal3.
1.3.1 Estrés oxidativo y anomalias congénitas

Las ERO alteran el desarrollo embrionario y como consecuencia aparecen
malformaciones congénitas en la descendencia. El embrion es particularmente
vulnerable al estrés oxidativo. La expresion de transportadores de glucosa en el
embrion o feto y la placenta es elevada. Como consecuencia de ello, las
concentraciones intracelulares de glucosa en el embrion estaran en equilibrio con
las concentraciones séricas maternas®83, Ademas, la concentracién de AGNE en
el embridn, especialmente la de los poliinsaturados de cadena larga es dependiente
de los niveles maternos de estos. Estos sustratos energéticos estimulan la

produccién de ERO en el embrion?3,

El embrion se desarrolla en un ambiente relativamente hipdxico. Por lo tanto, sélo
un pequefio porcentaje de la glucosa es oxidada y sélo se genera una pequefia
proporcion de radical superoxido. La expresiéon disminuida de enzimas
antioxidantes en el embridn es caracteristica. Un ligero incremento en la produccién
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de anion superdxido y otras ERO podria ejercer efectos deletéreos sobre el

embrion8lss,

Las ERO causan dismorfogénesis por dos mecanismos fundamentales: 1)
mediante el dafio directo al ADN, lo cual ejerce un efecto mutagénico que afecta la
expresion geénica; y 2) actian sobre factores de transcripcién que regulan vias de
sefializacion celular involucradas en procesos celulares, como la proliferacion, la
diferenciacion y la apoptosis. De esta forma, las ERO alteran la expresion de genes

durante la organogénesis®s.

Uno de los genes mas estudiados relacionados con el desarrollo del embrion es
PAX 3, cuyo producto génico es el factor de transcripcion Pax3. Este se expresa a
nivel del tubo neural, de las crestas neurales y del mesodermo somatico. Se ha
demostrado que Pax 3 inhibe la apoptosis dependiente de p53 a nivel del tubo
neural y de las crestas neurales, estimulando la ubiquitinaciéon y posterior

degradacion de p53. Con ello se garantiza el cierre del tubo neural®*.

Por otra parte, Pax 3 inhibe la muerte celular dependiente de p53 de las células
cardiacas de las crestas neurales e induce la migracion de estas hacia la region
troncoconal. Estas células intervienen en la remodelacion y tabicamiento del tronco
comun dando origen a las arterias aorta y pulmonar. Las células cardiacas de las
crestas neurales garantizan el posicionamiento correcto de estos grandes vasos y

también participan en el tabicamiento del corazén®.

Las ERO inhiben la expresién de PAX 3, a la par de que activan a p53. Ha sido
demostrado que las ERO activan a la proteina kinasa dependiente de AMP (AMPK).
La activacion de AMPK provoca disminucion de la expresion de PAX 3. Este efecto

es prevenido con antioxidantes como la vitamina E y el glutation8. El estrés
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oxidativo también activa a la ADN metiltransferasa 3b, enzima que metila y silencia

a PAX 3%,

Como consecuencia de la inhibicion de PAX 3 se producen defectos del cierre del
tubo neural y malformaciones cardiacas, los cuales son frecuentes en los hijos de
madres obesas!®18, Morgan y colaboradores® probaron que las ERO inhiben la
migraciéon de las células cardiacas de las crestas neurales y que este efecto es

bloqueado con antioxidantes.

El estrés oxidativo media la activacién de seril/treonil proteinas kinasas tales como
PKCB2y JNK1/2 las cuales inducen apoptosis. La participacion de estas enzimas

en la patogénesis de los defectos del cierre del tubo neural ha sido demostrada4:88,

1.4 Modelos animales de obesidad

Los modelos animales en la obesidad nos permiten identificar los factores
genéticos, metabdlicos, epigenéticos y ambientales relacionados con esta
condicion, asi como desarrollar nuevas estrategias terapéuticas. Ademas, los
modelos animales de obesidad nos ayudan a comprender las bases genéticas y
fisiologicas de la homeostasis energética, de la percepcion del gusto y el olfato y

de la conducta de seleccién del alimento®°.

Debido a la gran similitud y homologia entre el genoma de roedores y humanos,
estos modelos animales son un medio fundamental para el estudio de condiciones
morbosas que afectan a los humanos#°. Se requiere de un nimero bajo de animales
en las investigaciones y el mantenimiento de los mismos es relativamente facil. Su
multiparidad, gestacion de corto periodo de duracién y la placentacién hemocorial

como la humana, asi como mecanismos similares de intercambio de nutrientes, son
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caracteristicas que favorecen el uso experimental de los roedores®. La obesidad
en estos animales puede ser inducida mediante manipulacion genética, dietética o

por lesién hipotalamica“®.

Los modelos genéticos mono o poligénicos han sido obtenidos espontaneamente
o de forma atrtificial, por exposicion de los animales a radiaciones 0 mutagenos
quimicos. En este caso se requieren de estudios previos de mutagénesis y la
identificacion de la mutacion que pudieran asociarse a tal condicion en los animales.
Ademas existen los modelos producidos por ingenieria genética, llamados
transgénicos®. En general las modificaciones genéticas pueden alterar o suprimir
la secrecién de neuropéptidos, hormonas relacionadas con la saciedad o el
metabolismo*>8%, Los modelos genéticos de prefiez deben acompafarse de
técnicas de transferencia de embriones para analizar los efectos maternos

independientes del genotipo fetal®l.

Mediante la administracion de dietas hipercaléricas ricas en carbohidratos o en
grasas 0 una combinacion de ambos nutrientes se puede inducir obesidad en
animales de laboratorio como las ratas*®, La cantidad de calorias en la mayoria
de los modelos varia de 3,7 Kcal/g de peso corporal a 5,4 Kcallg de peso corporal
45, Son los modelos mas ampliamente usados por su similitud al origen de la

obesidad humana?>8°,

La obesidad generada a consecuencia de lesion hipotalamica puede ser provocada

con la aplicacion de corriente eléctrica o por la administracion de GMS4°,

1.4.1 Obesidad inducida por glutamato monosodico
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El GMS es la sal sddica del acido glutdmico y es utilizado como condimento para
potenciar el sabor de algunos alimentos tales como: sopas, salsasy pizzas®? (Anexo
9). En roedores la administracion de GMS por via parenteral, durante el periodo
neonatal, produce la muerte neuronal a nivel del nicleo arqueado hipotalamico. La
lesion cerebral conduce a desregulacion del eje hipotalamo-pituitario y pérdida del

control de la homeostasis energética®>92,

El modelo de obesidad inducida por GMS fue descrito por primera vez por Olney
en 1969%, A pesar de que no es el modelo que mas se asemeja al origen de la
obesidad humana, los animales desarrollan en la adultez un sindrome endocrino-
metabdlico caracterizado por obesidad visceral, resistencia a la insulina y a la
leptina, intolerancia a la glucosa, e incremento plasmatico de glucocorticoides. Se
requieren entre 4y 10 dosis de GMS para inducir obesidad. La cantidad de producto

a administrar en cada dosis varia entre 2-4mg/Kg de peso corporal®.

Las alteraciones en el peffil lipidico sérico estan presentes en estos animales y se
distinguen por aumento de las VLDL Yy triacilgliceroles plasmaticos, generalmente
aumento del colesterol total y de las LDL-colesterol con disminucion de las HDL-
colesterolP*%°.,  También se ha constatado incremento de los AGNE en la
circulacion®7:98.100.101 | 5 acumulaciéon ectépica de lipidos, especialmente la
esteatosis hepatica se ha observado en roedores obesos con GMS por lo que el
modelo ha sido empleado para estudiar la enfermedad de higado graso no
alcohdlica®98100.101 | a5 alteraciones mencionadas también son tipicas de la
obesidad en humanos* y hacen a este modelo de gran utilidad para reproducir
complicaciones de la obesidad pregestacional. Otras manifestaciones mostradas

son hipofagia, hipoactividad y funcién reproductiva alterada?®.
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Los mecanismos por los cuales el GMS ejerce su accion sobre el sistema nervioso
central no estan aun bien esclarecidos. Se plantea que el GMS provoca activacion
persistente de receptores ionotropicos como los del N-metil-D-aspartato (NMDAR)
gue forman un canal para el calcio y metabotropicos grupo | (excitotoxicidad). Estos
ultimos estan acoplados a una proteina G que activa a la fosfolipasa C, enzima que
tiene como sustrato al fosfatidil 4,5 inositol bisfosfato y genera dos segundos
mensajeros: inositol trisfosfato (IP3) y DAG. El IP3 produce la apertura de un canal
de calcio en el RE. La estimulacién de dichos receptores provoca sobrecarga de

calcio en el citosol02,

El calcio intracelular se une a la calmodulina, proteina que interactia y activa a
varias enzimas como fosfolipasas, PKC, proteasas y NOS. Debido a esto se
incrementa la produccion de radicales libres, se activan vias de sefalizacion que
conducen a apoptosis y ocurre fallo energéticol??. Se ha encontrado disminucién
de neurotransmisores como dopamina, serotonina y noradrenalina®. Se plantea
gue la enzima alanino aminotransferasa (ALAT) es capaz de degradar bajo
condiciones fisiolégicas, concentraciones neurotdéxicas de glutamato con lo cual
evitaria el desarrollo de excitotoxicidad en algunos tejidos, que como el higado

expresan receptores NMDA103,
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipo de investigaciéon: longitudinal, prospectiva, explicativa, con disefio

experimental.

2.2 Consideraciones éticas: el proyecto fue aprobado por el Consejo Cientifico y el
Comité de Etica del Instituto de Ciencias Basicas y Preclinicas “Victoria de Girén”. La
investigacion constituyd parte de un proyecto ramal del Ministerio de Salud Publica,

aprobado por el Ministerio de Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente (No. 0801132).

El trabajo con los animales tuvo en cuenta las regulaciones o pautas establecidas para
el cuidado y uso de los mismosi®. La manipulacion de estos se llevd a cabo por
personal adecuadamente entrenado. Se utilizaron el menor nimero de animales
posible para este tipo de estudio. Los procedimientos empleados asi como los métodos

de eutanasia aplicados garantizaron el dolor y sufrimiento minimos para las ratas104195,

2.3 Disefio general del estudio: en la figura 11 se muestran los pasos generales del

disefio experimental.

a |Administraci6n de GMS (4mg/g) o NaCl 0,9 % neonatalmente I
1

| —
‘ Intraperitoneal ‘ ‘ Subcutanea |
1 |
[ | 1 [ | 1
1I7A I7B S5A @ S7A S7B
1 |
l
Diagndstico de obesidad —| 90 dias | +— Seleccién cfel esquema
indice de indice de Lee Mortalidad neonatal
Lee 0,300 > 0,300 indice de Lee
controles obesas Frecuencia de obesidad
(CON) (GMS)
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b Inyeccion con GMS (4mg/g) o NaCl a ratas Wistar hembras en
periodo neonatal segun esquema de administracién seleccionado

|
90 dias
Controles . i . Obesas
I Lee =0.300 Diagndstico obesidad I. Lee >0,300
l Apareamiento l
Espermatozoides en lavado Espermatozoides en lavado
vaginal=dia O de la gestacion vaginal=dia 0 de la gestacion
\ S \
! \ \
cf Ce Eutanasia dia 11,5 _Oe _ Of
(periodo embrionario) _—
. Eutanasia dia 20 -
(periodo fetal)
Rata madre Descendencia
-Ganancia de peso -Variables estructurales y
-Grasa abdominal bioquimicas en embriones, fetos y
-Variables bioquimicas vy de capacidad placentas
reproductora

Figura 11. Disefio general del estudio. Se muestran los pasos generales del disefio
experimental. a: Tarea de investigacion 1. I: intraperitonal, S: subcutaneo, 5: 5 dosis, 7: 7 dosis,
A: inicio de administracion dia 1 de vida, B: inicio de administracion dia 2 de vida, Rectangulo:
administracion diaria, Circulo: administracion en dias alternos. b: Tareas de investigacion 2 y
3. Ce:ratas controles con 11,5 dias de gestacion; Oe: ratas obesas con 11,5 dias de gestacion;
Cf: ratas controles con 20 dias de gestacion; Of: ratas obesas con 20 dias de gestacion.

2.4 Descripcioén de las tareas de investigacion

2.4.1 Tarea de Investigacion 1. Seleccion del esquema de administracion para

inducir obesidad por el glutamato monosddico en ratas Wistar

A) Induccidén de obesidad: se emplearon ratas Wistar (Rattus norvegicus) gestadas,
procedentes del Centro Nacional de Produccion de Animales de Laboratorio de Cuba
(CENPALAB). El dia en que se produjo el nacimiento de las crias fueron separadas
por sexo. Los machos fueron eliminados del estudio y utilizados en investigaciones de
otros departamentos. Se considero el dia del nacimiento como dia cero. Atendiendo al
nimero y frecuencia de las dosis, al dia de comienzo y la via de administracion

(parenteral) se evaluaron 8 esquemas de administracion para inducir obesidad con
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GMS en periodo neonatal (Tabla 1). La mayoria de estos esquemas han sido usados
por otros autores para provocar obesidad en roedores®?+:96.99.106-108

Con cada esquema de administracion se trabajé con dos grupos experimentales: ratas
tratadas con GMS (Sigma-Aldrich) y ratas a las que se le administré NaCl 0,9 % (grupo
control, CON). En cada grupo experimental se utilizaron de 8 a 13 animales. La
cantidad de GMS inyectado en cada dosis fue de 4 mg/g de peso corporal, disuelto en
NaCl 0,9 % (dosis unica/dia). A los controles se le administré un volumen equivalente
del vehiculo. La dosis de GMS usada es la maxima establecida para inducir obesidad

enratas y la que con mas frecuencia se utiliza45-94.96.99,106-108

El primer ensayo se realiz6 utilizando la via intraperitoneal. Esta via es muy usada por
la extensa area de la cavidad abdominal y por su abundante irrigacién sanguinea que
facilita una rapida absorcién!®. Se probaron cuatro esquemas de administracion
mediante esta via (I5A, 5B, I7A, [7B,) y posteriormente cuatro esquemas de
administracion por la via subcutanea (S5A, S5B, S7A, S7B) (Tabla 1). Luego de
concluida la administracion de GMS o el vehiculo los animales fueron destetados a los
21 dias y mantenidos bajo las condiciones descritas en el acapite 2.5 hasta el dia 90

de vida.

B) Diagndstico de obesidad: alas 8:00 am del dia 90 de vida a los animales se les

determiné el peso corporal (g) y la longitud corporal (LC, cm) para el célculo del indice
de Lee*. Con valores iguales o menores a 0,300 las ratas se consideraron como no

obesas, mientras si el indice de Lee > 0,300 como obesas?*s.
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Tabla 1. Esquemas de administracion del glutamato monosoddico o NaCl 0,9 %

evaluados
Via de Denomi  Numero Diade Frecuenciade las Numero
administracion | nacién de comienzo dosis de
dosis Animales
CON/GMS
INTRAPERITO I5A 5 dosis Dia 1 Diario (dia 1 hasta 10/12
NEAL (1) dia 5)
5B 5 dosis Dia 2 Dias alternos (dias 10/12
2,4,6,8y10)
I7A 7 dosis Dia 1 Diario (dia 1 hasta 10/13
dia 7)
7B 7 dosis Dia 2 Diario (dia 2 hasta 10/13
dia 8 de vida)
SUBCUTANEA |  S5A 5 dosis Dia 1 Diario (dia 1 hasta 8/8
(S) dia 5)
S5B 5 dosis Dia 2 Dias alternos (dias 8/8
2,4,6,8y10)
S7A 7 dosis Dia 1 Diario (dia 1 hasta 8/8
dia 7)
S7B 7 dosis Dia 2 Diario (dia 2 hasta 8/8
dia 8)

CON: inyectadas con NaCl 0,9% (controles). GMS: inyectadas con glutamato monosaédico.

C) Seleccion del esquema de administracion: para la seleccion del esquema de

administracion del GMS para inducir obesidad, se tuvo en cuenta la mortalidad

neonatal, el indice de Lee y la frecuencia de obesidad con cada esquema de

administracion. Después de la seleccion del esquema de administracion para inducir

obesidad, las ratas que no se incluyeron en los grupos experimentales (tareas de

investigacion 2y 3) fueron utilizadas para otros fines relacionados con la docenciay la

investigacion en nuestro centro.

2.4.2 Tareas de investigacion 2 y 3. Evaluacion de la influencia de la obesidad

pregestacional inducida por glutamato monosédico en ratas sobre el desarrollo

embrionario, fetal y placentario
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Por su factibilidad se realizd primero el estudi6 de la etapa embrionaria (Tarea 2) del

desarrollo y luego de la fetal (Tarea 3).
A) Procedimiento desde el nacimiento hasta el destete

Al) Induccién de obesidad: se siguié el mismo procedimiento que el descrito en el
acapite 2.4.1A, pero aplicando el esquema de administracién seleccionado en la tarea
de investigacion 1. Luego de concluida la administracién del GMS o vehiculo las crias

se mantuvieron junto a sus madres hasta el dia 21 de vida.

B) Procedimiento a partir del destete y hasta los 90 dias de vida: al igual como
refiere la literatural® los animales fueron destetados alos 21 dias y colocados en cajas
colectivas (4-5 ratas por caja) hasta los 90 dias. El dia del destete se determiné el peso
de todos los animales. A partir de este momento se evalué semanalmente la ganancia
de peso hasta los 90 dias de vida. En igual periodo, la ingesta alimenticia fue estimada
por medicion de la cantidad de alimento consumido en 24 horas. Para ello los animales
fueron colocados una vez por semana en jaulas metabdlicas entre 7:30 amy 8:00 am.
Pasadas 5 horas de adaptacidon se iniciaba la medicion del alimento durante 24
horas!%. A los 90 dias se les realizd el diagnéstico de obesidad y se determinaron

variables nutricionales.

C) Diagnodstico de obesidad: se realizé de la forma descrita en la tarea de
investigacion 1. Las ratas inyectadas con NaCl 0,9 % (controles) en periodo neonatal
con valores de indice de Lee superiores a 0,300 a los 90 dias de vida fueron excluidas

del estudio.

D) Procedimiento a partir de los 90 dias de vida
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Los animales se ubicaron en cajas independientes hasta finalizar el experimento.

D1) Induccion de la prefiez: las ratas obesas y las ratas controles fueron apareadas
durante la noche con machos sanos de la misma cepa, en las fases pro-estro y estro
del ciclo estral, determinadas mediante lavado y frotis vaginal seguido de observacién
al microscopio 6ptico (Partec, 100X)3¢. La mafiana en que se confirmé la cépula por la
presencia de espermatozoides en el lavado vaginal se consider6 el dia 0 de la
gestacion®®. Una vez confirmada la prefiez, se calculd el indice de Lee y los animales
fueron incluidos en uno de los grupos experimentales que aparecen en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas generales de los grupos segun tareas de investigacion

Tareas Grupos Estado de Eutanasia Tamafo
salud de las muestral (n)
ratas

2: RATAS Ce Controles 11,5 dias de 16
GESTADAS. gestadas gestacion

EMITBERRIIOONDA%I o Oe Obesas 11,5 dl'a_s,de 16
gestadas gestacion

3: RATAS Cf Controles 20 dias de 14
GESTADAS. gestadas gestacion

PERIODO FETAL of Obesas 20 dias de 16
gestadas gestacion

D2) Criterios de exclusion: ratas que no se prefiaron a los 30 dias de iniciar el
apareamiento (120 dias de vida). Este criterio se basa en que el periodo de maxima
capacidad reproductora en ratas Wistar es entre 12 y 16 semanas de vida, luego de lo
cual comienza a declinar la funcion reproductora. Durante 30 dias se producen entre

5y 6 ciclos estrales, lo cual es suficiente para que una rata fértil quede gestada?®1°.

D3) Procedimiento durante la gestacion: a todas las ratas se les determind los
niveles de glucosa en sangre de la cola (glucometro SUMA SENSOR SXT ®) y el peso
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(balanza digital Gibertini con sensibilidad 0,01 g) los dias cero, 11y 20 de la gestacion,

segun el grupo de estudio.

D4) Eutanasia y recogida de muestras: la eutanasia se llevd a cabo mediante
desangrado por puncién de la vena cava inferior, bajo anestesia con tiopental soddico
(50 mg/kg de peso corporal, intraperitoneal)19%. A los grupos para estudio de la etapa
embrionaria (Ce: controles, Oe: obesas) se les practicé eutanasia el dia 11,5 de la
gestacion (tarea de investigacion 2). El dia 11,5 coincide con el final de la etapa mas
activa del periodo embrionario, se ha producido el cierre del tubo neural, porlo que
malformaciones de esta estructura pueden ser detectadas!!?.

En la tarea de investigacion 3, donde se estudio la etapa fetal (Cf: controles, Of: fetal),
la muerte de los animales se produjo el dia 20 de la gestacién. La eleccion de ese dia
se debid a que corresponde con el final de la gestacion en los animales utilizados y la
extraccion de los cuernos uterinos por cesarea es esencial para analizar variables
como reabsorciones y muertes fetales110.111,

De todas las ratas se obtuvo sangre total en tubos de cristal para centrifuga con
anticoagulante EDTA (acido etilendiamino tetracético) 5,6 % y un fragmento de higado
gue se almacené atemperatura de -80 °C para determinaciones bioquimicas. Ademas,
se peso el tejido adiposo visceral (perirrenal, perimesentérico y periovarico) y se
almacend a -80 °C para analisis bioquimico.

Los ovarios fueron extirpados para conteo de cuerpos liteos bajo estereoscopio (JP
Selecta, aumento 20x y 40x)%6. Se realizd la diseccion de los cuernos uterinos y se
colocaron en una placa Petri (100 mm) a temperatura ambiente. Con ayuda de tijeras,

pinzas y bajo estereoscopio, se elimind el tejido periuterino, la pared del Utero se abrio
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en toda su longitud y se retiraron cuidadosamente todas las membranas!!?. Cada
embrion o feto con su placenta se coloc6 de forma independiente en una placa Petri
con NaCl 0,9 % para el estudio de su estructura. En el caso de los fetos se les aplicd
un estimulo tactil para la certificacion de su viabilidad=®.

De cada grupo experimental en la etapa embrionaria fueron almacenados a -80 °C en
tubos eppendorf independientes embriones normales, malformados y retrasados para
determinaciones bioquimicas. En las ratas del periodo fetal, se realiz6 el estudio
morfologico de las placentas. Se escogieron aleatoriamente tres placentas por cada
rata para analisis bioquimico.

2.5 Condiciones ambientales: los animales se mantuvieron bajo condiciones
controladas de temperatura (22 + 3 °C), luz (ciclos constantes de 12 horas
luz/oscuridad), humedad relativa (60 + 5 %) y ventilacion adecuada. Se les suministr
agua y alimento (pienso granulado, féormula CMC 1000 producida por CENPALAB) a

libre demandal®®.

2.6 Procesamiento de las muestras

2.6.1) Ratas con 11,5 dias de gestaciéon

-Sangre: se emplearon 2 mL para el aislamiento de linfocitos. El resto de la sangre se
centrifugd a 3 000 rpm por 15 minutos para obtener el plasma, al cual se le afiadio 5
pL/mL del antioxidante BHT (butilato de hidroxitolueno, AppliChem) 200 mM en etanol
absoluto y se almacend en alicuotas a -20 °C (el BHT evita la oxidacion de los

compuestos durante el periodo de almacenamiento).

42



-Aislamiento de linfocitos: en tubo de centrffuga con 1 mL de Histopaque-1077
(SIGMA) se agregaron 2 mL de sangre total, a través de las paredes del tubo,
lentamente para evitar la mezcla de ambos liquidos. Se centrifugé a 1 200 rpm por 30
minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante se pasé a otro tubo de centrifuga.
Se repitié la centrifugacién por 20 minutos. El anillo de células que contiene los
linfocitos se separ6 y se pas6 a un nuevo tubo de centrifuga. El material precipitado
gue contenia células fue resuspendido con 1,5 mL de buffer Na2HPO4-KH2PO4 0,1 M
con EDTA 0,1 mM pH 7,8 y fue almacenado a -80 °C113,

-Homogeneizacién del higado: la muestra de higado se descongeldé y homogeneizé
en hielo [100 mg/600 pL de buffer Na2HPO4-KH2PO4 0,1 M con EDTA 0,1 mM, PMSF
(fenilmetil sulfonil fluoruro) 0,5 mM, aprotinina 4 pM, leupeptina 4 uM pH 7,8]*12
mediante homogeneizador eléctrico (HEIDOLPH) a 30 000 rpm por 1,5 minutos. Con
este procedimiento se garantizd la ruptura de mas del 90 % de las células, confirmado
por visibilizacion de un frotis en un microscopio de campo invertido (Carl Zeiss). El
higado homogeneizado se centrifugé a 4 °C y 4 400 rpm durante 20 minutos. A partir
del precipitado se extrajo ADN. El sobrenadante fue centrifugado nuevamente a 13
000 rpm a 4 °C durante 30 minutos. Se le afiadié 5 pl/mL de BHT y se almacené en
alicuotas a -80 °C para determinaciones bioquimicas.

-Extraccion de ADN a partir de higado homogeneizado: se realiz6 aplicando los
principios del método de Buncel'*. Por cada 1 mL de homogeneizado se agregaron
135 pL de NaCl 6 M y 400 pL de buffer Tris-HCI 1 M pH 8,2 con EDTA 05 MpH 8,0y
SDS (dodecil sulfato de sodio) 10 %, para provocar la lisis de las membranas celulares.

Se afiadieron 300 pL de una mezcla de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) para
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precipitar las proteinas y se centrifugé a 3000 rpm por 15 minutos. Al sobrenadante se
le agregd etanol absoluto para precipitar el ADN, el cual fue lavado en dos ocasiones
con etanol al 70 % antes de secar y resuspender con Tris-HCI 50 mM pH 8,2.

Se determino el grado de pureza mediante la razdn absorbancia a 260 nm/absorbancia
a 280 nm, la cual se consideré adecuada entre 1,8 y 2,0. La concentracion de ADN se
calcul6 mediante una formula que incluye el valor de la absorbancia a 260 nm. Se
expreso en mg/mL.

-Homogeneizacion del tejido adiposo: el tejido adiposo visceral congelado se
homogeneizd en buffer de lisis (las caracteristicas del buffer aparecen abajo) a razén
de 500 pL/100 mg tejido a 4 °C durante 3 minutos. La homogenizacion se llevo a cabo
en equipo eléctrico (HEIDOLPH) a velocidad de 30 000 rpm.

Buffer de lisis: Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Tritdn X-100 1%, Nonidet P-40 1%
(NP-40), SDS 0,1 %, PMSF 50 mM y Coctel de inhibidores de proteasas (2 pL/mL,
AMRESCO)115,

El tejido homogeneizado fue centrifugado a 13 000 rpm a 4 °C durante 30 minutos. Se
dejoé reposar en camara fria durante 10 minutos. Usando una jeringuilla de 1 mL y
aguja 23 G1 se recogio6 el sobrenadante sin tocar la capa de grasa. El precipitado fue
desechado. El sobrenadante fue centrifugado nuevamente bajo iguales condiciones
para eliminar los residuos de grasa. Se distribuyo en alicuotas, se le afiadié 5 pL/mL
BHT (200 mM) y se almacend a -80 °C para determinaciones bioquimicas.

2.6.2) Embriones: se utilizaron embriones normales, retrasados y malformados en
ambos grupos experimentales. Los embriones normales procedian de madres que

tuvieron camadas sin alteraciones.



- Homogeneizacion de embriones: los embriones se descongelaron en hielo, se
disgregd el tejido con pipeta y puntas eppendorf. Cada muestra estuvo formada por
cinco embriones disueltos en buffer Na2HPO4-KH2PO4 0,1 M, EDTA 0,1 mM a pH 7,8
(500 pL/embrién)®®. Los tubos que contenian la muestra a homogeneizar fueron
colocados en barfio de ultrasonido (mrc, modelo DC150H) con agua a 4 °C durante 5
minutos (40 kHz, 150 w)35. Posteriormente se sometié a centrifugacion a 4400 rpm a
temperatura controlada de 4 °C. El sobrenadante obtenido fue almacenado en
alicuotas a temperatura de -80 °C para su conservacion hasta el momento de la
realizacién de los estudios bioquimicos. El precipitado se emple6 en la extraccién de
ADN, siguiendo el procedimiento que se describio previamente para el tejido hepatico.
En las ratas obesas se prepararon dos muestras de embriones malformados, dos
muestras de embriones retrasados y dos muestras de embriones normales de ratas
gue no tuvieron malformados ni retrasados en sus camadas. En el grupo control se
utilizaron dos muestras de embriones normales de ratas que no tuvieron malformados
ni retrasados en sus camadas.

2.6.3) Ratas con 20 dias de gestacion: la sangre, linfocitos, higado y tejido adiposo
homogeneizados, asi como el ADN se obtuvieron de igual forma a lo descrito para las
ratas con 11,5 dias de gestacion.

2.6.4) Fetos

- Andlisis de la forma externa de los fetos: en fresco, a todos los fetos se les
determind el sexo por la distancia ano-genital que, en los machos, es

aproximadamente dos veces mayor que en las hembras. Se analizaron externamente
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en cuanto a forma y tamafio del craneo, implantacion de las orejas y los ojos
(cerrados). En la boca se examind la integridad del paladar y el labio superior36.

Se analizd la posicidn, el tamafio y la ausencia 0 exceso de dedos en las extremidades
superiores e inferiores. Las regiones toracica y abdominal fueron examinadas en su
porcion ventral y dorsal en busca de hematomas, hemorragias, integridad de la piel,
defecto del cierre del tubo neural u otra malformacion. Se observé la forma y tamafio
de la cola. Una vez concluido el examen externo de los fetos la mitad de la camada
fue sometida a un procesamiento para el andlisis esquelético y la otra mitad fue
destinada para el andlisis visceral6.

- Procesamiento de los fetos para la deteccion de anomalias esqueléticas: la
mitad de los fetos de cada rata se colocaron durante dos semanas en frascos de cristal
con tapa con rosca que contenian una solucion de alcohol al 70 %. Posteriormente a
cada una de las crias se les realizé la apertura del abdomen por debajo de las costillas
hasta la region anal. Se confirmd el sexo mediante la observacion de los cuernos
uterinos, los ovarios o los testiculos. Con pinzas de puntas finas se retiraron los
organos toracicos y abdominales. Elexceso de grasa en la region dorsal del cuello se

extrajo con ayuda de una pinzas3e,

Luego de la evisceracion, se procedi6 a diafanizar la piel, el tejido muscular y se llevé
a cabo la tincién con rojo de alizarina de los tejidos 6seos como se representa en la
tabla 3. Para la tincidn con rojo de alizarina los fetos fueron transferidos cada 24 horas
a un nuevo frasco con la solucion durante 72 horas (Tabla 3). El rojo de alizarina se
fija en las zonas donde hubo deposicién de calcio porlo que esto permite visibilizar el

esqueleto3.
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Tabla 3. Etapas de diafanizacion y tincion con rojo de alizarina

Solucion Duracion
200 mL de hidréxido de potasio (KOH) al 1 % 24 horas
200 mL de KOH 1 % con 0,50 mg de alizarina 24 horas
200mL de KOH 1 % con 0,50 mg de alizarina 24 horas
200mL de KOH 1 % con 0,50 mg de alizarina 24 horas
Solucion aclaradora (1parte de alcohol bencilico + | Minimo de 48 horas
2 partes de glicerina + 2 partes de etanol absoluto)

Terminado el proceso de tincion se mantuvieron en la solucién aclaradora hasta la
realizacion del examen esquelético bajo estereoscopio36. Una muestra de la apariencia

de los fetos una vez terminada la tincion se muestra en el Anexo 10.

En todos los fetos fueron analizados los huesos del craneo, las vértebras, las costillas,
el esterndn, la cintura escapular con los miembros anteriores y la cintura pélvica con
los miembros posteriores. Se tuvo en cuenta el nimero, forma, tamafio, posicion,
adicion, ausencia o fusién de huesos, asi como el grado o intensidad de la
osificacion®. Se efectué el conteo de los sitios de osificacion (esternales, falangicos
anteriores, metacarpianos, falangicos posteriores, metatarsianos Yy vertebras

caudales) como indicadores de desarrollo fetal'l® (Anexo 11).

-Procesamiento de los fetos para la deteccion de anomalias viscerales: la mitad
de la camada de cada rata fue colocada en frascos de vidrio con cierre hermético que
contenian solucion fijadora de Bodian (148 mL de agua destilada, 50 mL de
formaldehido, 50 mL de &cido acético glacial, 752 mL de alcohol etiico 95 %) como
fijador. Los fetos se mantuvieron en el fijador por un periodo no menor de 30 dias hasta

la realizacion del andlisis visceral3®.
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Para la deteccion de las anomalias viscerales se procedio a la realizacion de los cortes
de Wilson®® con nuestras modificaciones segin se describe a continuaciéon. En el
Anexo 10 se muestra la representacion esquematica de los cortes propuestos por

Wilson y los realizados en esta investigacion.

Cabeza: se realizO un corte transversal por la region de la boca para observar el
paladar, oido interno, canal medular y la trAquea. Posteriormente se efectuaron tres
cortes frontales, enla region del septo nasal, a nivel de los globos oculares y a la altura
de los hemisferios cerebrales. Con el primero se visibilizé el septo nasal que separa
las cavidades nasales. En el segundo se evalud la simetria de los ojos, el cristalino y
los bulbos olfatorios. Los ventriculos laterales y el tercer ventriculo fueron vistos en el

Ultimo corte36 (Anexo 12).

Cuello, térax y diafragma: se realizé un corte transversal por debajo del diafragma.
Se retird la porcion superior del higado y se verifico la integridad del diafragma, asi
como la presencia de herniaciones de visceras abdominales hacia la cavidad

toracicas3e.

No se realizaron cortes de Wilson transversales finos en la region toracica (Anexo 10)
sino que por medio de una toracotomia anterior se procedié al examen de los érganos
toracicos: timo, traquea, pulmones y corazon. En el caso particular del corazon se
comprobé su posiciony dimensiones. Se le realiz6 un corte longitudinal para observar
el septo interventricular y la salida de los grandes vasos (arterias aorta y pulmonar)36

(Anexo 13).
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Abdomen: se realiz6 una laparotomia, se extrajo el resto de los l6bulos hepaticos y
se analizaron el estbmago, duodeno y asas intestinales. Luego del examen, se
retiraron el estbmago y las asas intestinales para la inspeccion del pancreas, bazo,
glandulas adrenales, rifiones, uréteres, vejiga y gonadas. Posteriormente se realizd un
corte transversal a nivel del hilio renal para analizar las papilas y las pelvis renales6
(Anexo 14). Se identificaron y registraron las anomalias esqueléticas y viscerales en
una planilla de recoleccion de datos. La descripcion y clasificacion de las anomalias
fue hecha utilizando la terminologia de las anomalias del desarrollo en mamiferos

comunes de laboratorio117.118,

2.6.5) Placentas

-Homogeneizaciéon de placentas: las placentas se descongelaron y homogeneizaron
siguiendo el procedimiento descrito para el tejido hepatico, con la diferencia que la

centrifugacién se realiz6 a 15 000 rpm41:112,
2.7 Variables que se determinaron

Tarea de investigacion 1

Objetivo 1. Seleccionar un esquema de administracion de glutamato monosddico para

inducir obesidad en ratas wistar.
a) Variables somatométricas:
1) Peso corporal (g): tomado mediante balanza digital Gibertini con sensibilidad 0,01g.

2) Longitud corporal (LC) (cm): distancia entre el hocico y el ano, colocando al animal

sobre papel milimetrado, en decubito dorsalll®.
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3) indice de Lee: Raiz cubica del peso corporal (g)/Longitud corporal (cm)4e.

b) Mortalidad neonatal (%): porcentaje de crias muertas en los 10 primeros dias de

vida (periodo neonatal).

c¢) Frecuencia de obesidad (%): porcentaje de ratas con indice de Lee> 0,300 a los 90

dias de vida.

Tareas de investigacion 2y 3

Objetivo 2. Evaluar la influencia de la obesidad pregestacional sobre el estado
metabdlico, la capacidad antioxidante y el dafio oxidativo a biomoléculas en ratas

Wistar, su descendencia y la placenta.
) Variables analizadas en ratas Wistar con 11,5y 20 dias de gestacion

a) Variables somatométricas: ademas del peso, la longitud corporal y el indice de Lee,
también se determind la grasa abdominal (g): peso del tejido adiposo periovarico,
mesentérico y perirrenal tomado mediante balanza analitica Gibertini con sensibilidad

0,01 g.

b) Variables nutricionales:

1. Ingesta alimenticia (g/dia): cantidad de alimento consumida en 24 horas®®.

2. Ingesta energética (kcal/dia): ingesta promedio de alimento (g/dia) x energia
metabolizable de la dieta (2,8 kcal/g)®®.

3. Ganancia de peso pregestacional (g): diferencia entre el peso final (90 dias) y peso

inicial (dia del destete), mediante balanza digital Gibertini con sensibilidad 0,01 g.
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4. Ganancia de peso gestacional (g): diferencia entre el peso inicial (dia 0 de la
gestacion) y el peso final (dia de la eutanasia), mediante balanza digital Gibertini con
sensibilidad 0,01 g.

c) Indicadores del estado metabdlico en plasma: glicemia (mM), colesterol (mM),
triacilgliceroles (mM), creatinina (uM) y acido urico (uM). Estos fueron determinados
mediante métodos enzimaticos'?. La cuantificacion de las proteinas totales (g/L) se
llevd a cabo mediante el método de Biuret?!, La albumina (g/L) fue determinada
mediante unién a un colorante indicador como el bromocresol verde!?°, En todos los
casos anteriores se usaron juegos comerciales HELFA Diagnésticos, QUIMEFA,
E.P.B. “Carlos J. Finlay’. La concentraciéon de insulina (uUImI) fue estimada por
radioinmunoensayo??,

-indice HOMA-IR (del inglés, homeostasis model assessment of insulin_resistance)

como medida de resistencia a la insulina. Se calcula mediante la siguiente férmula:
(insulina en ayunas pUImI x glucosa en ayunas mmol/l)/22,5123.124,

-indice TyG (triacilgliceroles-glucosa): como medida de resistencia a la insulina. Se
estima mediante el céalculo del logaritmo natural de la siguiente forma: In
[triacilgliceroles en ayunas (mg/dL) x glucosa en ayunas (mg/dL)/2]%7

d) Marcadores de estrés oxidativo: los marcadores determinados y las muestras
empleadas se resumen en la tabla 4. Todos los indicadores fueron medidos mediante
técnicas espectrofotométricas (espectrofotdmetro PG Instruments T60U). La
determinacion de estos marcadores en linfocitos aislados refleja dafios que se

producen a nivel sistémicol?®,

51



Tabla 4. Marcadores de estrés oxidativo determinados en muestras obtenidas el dia
de la eutanasia de ratas gestadas controles y obesas

Marcador de Muestras de ratas con 11,5 dias de Muestras de ratas con 20
estrés oxidativo gestacion dias de gestacion
MDA Linfocitos, higado y tejido Linfocitos, higado y tejido

adiposo adiposo
PAOP Linfocitos, higado y tejido Linfocitos, higado y tejido
adiposo adiposo
PFD Higado Higado
NO3zy NO2 Plasma Plasma
GSH Linfocitos, higado y tejido Linfocitos, higado y tejido
adiposo adiposo
SOD Higado y tejido adiposo Higado vy tejido adiposo
CAT Higado y tejido adiposo Higado vy tejido adiposo
Relacion Higado y tejido adiposo Higado y tejido adiposo
SOD/CAT

MDA: malonildialdehido. PAOP: productos avanzados de oxidacion de proteinas. PFD:
productos de la fragmentacion de la 2-desoxirribosa. NOs y NO2: nitratos y nitritos. GSH:
glutation reducido. SOD: superoxido dismutasa. CAT: catalasa.

- MDA, como indicador de dafio oxidativo a lipidos: se determiné por un método126
basado en la reaccion de dos moléculas de N-metil-2-fenil indol con una molécula de
MDA, a 45 °C en medio acido. Como producto se obtiene un cromoforo estable que
absorbe a 586 nm. La curva patrén se construye utilizando tetrametoxipropano y la
concentracién se expresa en uM o pmol/mg de proteinas (si se trata de tejidos).

- PAOP, como indicador de dafio oxidativo a proteinas: los productos avanzados de
oxidacién de proteinas se forman por la reaccién con el acido hipocloroso y las
cloraminas producidas por mieloperoxidasas en neutréfilos activados. Se determind
siguiendo la transformacién de los iones yoduro a yodo diatbmico a 340 nm en
condiciones &cidas!?’128, La concentracién se expresa como equivalentes de

cloramina T (patrén) en uM o umol/mg de proteinas (si se trata de tejidos).
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- PFD (productos de la fragmentacion de la 2-desoxirribosa), como indicador de dafio
oxidativo al ADN: la determinacién se realizd mediante la cuantificacién de productos
generados como consecuencia de la oxidacion de la 2-desoxirribosa, los cuales
contienen uno o varios grupos carbonilos (MDA, base-propenales). Estos productos
reaccionan a 90 °C con el &cido tiobarbitdrico formando un agregado cromogénico con
un maximo de absorbancia a 532 nm!2°, La concentracion se expresa en nmoles
equivalentes de MDA/mg de ADN.

- NOs3 y NO2 (nitratos y nitritos), como marcador indirecto de produccion de ERO
(estado prooxidante) y biodisponibilidad de 6éxido nitrico: se realizd mediante la
cuantificacion a 540 nm de la concentracién de nitritos presentes en la muestra mas
los obtenidos por accion de la enzima nitrato reductasa, cuyo sustratos son los nitratos
plasmaticos!30. La concentracién se expresa en uM.

- GSH, como indicador de capacidad antioxidante: se determind por el método de
Beutler’3!, en el cual el GSH reacciona con el colorante 5,5 ditiobis-2-4cido
nitrobenzoico y se genera un compuesto coloreado que absorbe a 412 nm. La
concentracion se calcula por medio de una curva patron de GSH y se expresa en mM
o mmol/mg de proteinas (si se trata de tejidos).

- SOD, como indicador de capacidad antioxidante: la actividad enzimatica se mide
siguiendo la cinética de la inhibicién de la autoxidacién en medio basico del pirogalol.
La oxidacion del sustrato genera un producto que absorbe a 420 nm!32, Una unidad de
actividad enzimatica (UAE) se define como la concentracion de SOD que logra inhibir

enun 50% la oxidacién del pirogalol. Se expresa en UAE/min/mg de proteinas (tejidos).
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- CAT, como indicador de capacidad antioxidante: la actividad enzimatica se
determina mediante estudio cinético en el que se registra la descomposicion del H202
a pH neutro, midiendo la caida de la absorbancia a 240 nm durante 120 segundos22,
Una unidad de actividad enzimatica se corresponde con 1 pmol de H202 transformado
por minuto. Los resultados son expresados en kU/min/mg de proteinas (tejidos).

- Relacion SOD/CAT, como indicador de condiciones prooxidantes: muestra el valor
del equilibrio que debe existir entre la generacion de H202, a través de la dismutacién
del radical superéxido (O2'7) catalizado por SOD y la destoxificacion del mismo
mediante su conversion en H20 por CAT!34,

Il) Marcadores de estrés oxidativo analizados en embriones y placentas

a) En homogeneizado de embriones se determind PAOP127:128 (umol/mg proteinas)

b) Placenta: MDA'?® (umol/mg proteinas), PAOP127.128 (umol/mg proteinas), GSH3!
(mmol/mg proteinas), PFD'?® (nmol MDA/mg de ADN), SOD132 (UAE/min/mg de
proteinas), CAT!3 (KU/min/mg de proteinas) e indice SOD/CAT!34,

Objetivos 3. Evaluar la influencia de la obesidad pregestacional sobre la capacidad
reproductora en ratas Wistar.

Variables de capacidad reproductora:

1. indice de fertilidad (%): nimero de hembras prefiadas x 100/ nimero de hembras

apareadas?’s®,

2. Cuerpos Iuteos gravidicos: nimero de cuerpos liteos encontrados en los ovarios

mediante observacion con estereoscopio. Indican el nimero de 6vulos fecundadoss6.

3. Implantaciones: total de sacos gestacionales en ambos cuernos uterinos3e,
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4. Pérdidas preimplantacion (%): [(nimero de cuerpos Iateos- numero de

implantaciones/ nimero de cuerpos liteos) x100]3¢

5. Reabsorciones: total de sacos gestacionales sin embrién o feto o con un tejido

desorganizado en su interior. Se expresa el porcentaje (%)33-36,
6. Fetos vivos: total de fetos con movimientos espontaneos o ante estimulos tactiles3S.

7. Fetos muertos: total de fetos con ausencia de movimientos espontaneos o ante

estimulos tactiles. Se expresa el porcentaje (%)36.

8. Pérdidas posimplantacion (%): [(nUmero de implantaciones - nimero de fetos vivos/

nimero de implantaciones) x100]3¢
9. Nimero de descendencia: nimero promedio de embriones o fetos por rata3®.

Objetivo 4. Evaluar la influencia de la obesidad pregestacional sobre el desarrollo

embrionario, fetal y placentario.
A) Variables analizadas en la descendencia de ratas con 11,5 dias de gestacion:

1. Estructurales: fueron determinadas por observacion bajo estereoscopio (JP selecta)

a 20Xy 40X y microscopio Partec a 100X.

1.1 Longitud corporal (LC) (mm): distancia coronilla-rabadilla, mediante papel
milimetrado33-35,

1.2 NUmero de somitas: indicador de diferenciacion33-35,

1.3 Clasificacion (Anexo 15): los datos son presentados en valores porcentuales.
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e Normal: se observa el tubo neural cerrado, las vesiculas cerebrales, Opticas y oéticas,
los esbozos de las extremidades anteriores y el embrién totalmente plegados33-3. Este
dia corresponde con inicios de la semana cinco del desarrollo en humanos226,

e Retrasado: embrion de aspecto normal pero con apertura pequefia del poro
posterior del tubo neural. Este criterio se baso en que el poro posterior del tubo neural
se cierra poco tiempo después que el anterior, por lo que su apertura en este momento
puede representar un retraso del desarrollo y no una malformacion3435,

e Malformado: embrion que no cumpli6 con las caracteristicas estructurales
esperadas para este momento del desarrollo33-35,

2. Bioquimicas: fueron determinadas en homogeneizado de embriones, mediante
técnicas espectrofotométricas (espectrofotometro PG Instruments T60U):

2.1 Contenido de proteinas (ug/embrién), como indicador de crecimiento3. Se
determiné mediante el método de Lowry!?’,

2.2 Contenido de ADN (ug/embrién), como indicador de crecimiento3®. Se determind
mediante el método de Buncel!“.

B) Variables analizadas en la descendencia de ratas con 20 dias de gestacién: fueron

determinadas en los fetos vivos.
1. Variables de crecimiento y desarrollo somético:
1.1 Peso corporal (g): mediante balanza digital Gibertini con sensibilidad 0,01g38

1.3 Longitud corporal (LC) (mm): distancia entre el hocico y la regidon anal, con el

animal en decubito ventrall38,
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1.4 Diametro craneano anteroposterior (DAP) (mm): longitud desde la cresta

supranasal hasta el borde superior del agujero occipital, medida con un pie de rey!3,

1.5 Diametro craneano biparietal (DBP) (mm): longitud entre los bordes superiores de

las orejas, medida con un pie de rey!3s,

1.6 Sitios de osificacion: nUmero de puntos de osificacién esternal, falangica anterior,
metacarpiana, falangica posterior, metatarsiana y vértebras caudales. Es un indicador

de desarrollo fetal36:116,

2. Frecuencia de anomalias externas (%): porcentaje de fetos que presentaron

anomalias estructurales externass6.

3. Frecuencia de anomalias esqueléticas (%): porcentaje de fetos que presentaron

alteraciones estructurales del sistema esquelético®®.

4. Frecuencia de anomalias viscerales (%): porcentaje de fetos que presentaron

alteraciones estructurales viscerales6.
C) Variables analizadas en las placentas:
1. Peso (g), mediante balanza digital Gibertini con sensibilidad 0,01g13°

2. Indice placentario, indicador de eficiencia placentaria: peso placenta (g)/peso fetal

(9)139-

Objetivo 5. Determinar si existe relacién entre la presencia de anomalias congénitas

en la descendencia de ratas obesas y el estado redox sistémico materno.
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Se correlaciond la presencia de anomalias congénitas en la descendencia con las
concentraciones de marcadores sistémicos maternos de dafio a biomoléculas (MDA,

PAOP y PFD) y de defensa antioxidante (GSH).

2.8 Control de los sesgos del disefio: se aplicd un muestreo aleatorio simple para la
seleccion de las ratas que formaron cada grupo. De igual forma se procedi6 para la
seleccion de los embriones y placentas que se emplearon para las determinaciones

bioquimicas.

2.9 Control de la calidad del andlisis de las variables: todas las determinaciones
bioquimicas se realizaron por duplicado. El analisis estructural de los embriones, fetos

vivos y placentas se efectud por personal entrenado.

2.10 Procesamiento estadistico: las variables bioquimicas en los embriones se
analizaron mediante estadistica descriptiva, teniendo en cuenta el pequefio nimero de
muestras. Los resultados del resto de las variables se procesaron mediante el
programa INFOSTAT vy el paquete Estatistica version 8.0. Para las comparaciones
entre los grupos experimentales se uso la prueba no paramétrica U Mann-Withney
debido a que la mayoria de las variables no mostraron una distribuciéon normal. La
prueba exacta de Fisher fue empleada para la comparacion de valores porcentuales.
Para el establecimiento de la relacion entre las variables se determiné el coeficiente

de correlacion de Spearman (R) y el coeficiente de correlacién punto biserial (Rebis).

Los datos se muestran como valores de la media + la desviacién estandar, nUmero de
casos y porcentajes. Las diferencias se consideraron significativas con valores de p

menores que 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Tarea de Investigacion 1. Seleccién del esquema de administracién para

inducir obesidad por el glutamato monosdédico en ratas Wistar

El porcentaje de muertes neonatales fue superior en las ratas inyectadas con GMS
con relacion a los controles en todos los esquemas de administracién ensayados,
siendo del 100 % con el esquema I7A. La mortalidad fue mayor con el inicio de la
administracion del GMS el dia 1 de vida, con una frecuencia diaria y con la
utilizacion de la via intraperitoneal. No hubo diferencias significativas con la

aplicacion de 5 o 7 dosis (Tabla 5).

Tabla 5. Mortalidad neonatal segun criterios tenidos en cuenta para la formacion de
los esquemas de administracion de glutamato monosédico o NaCl 0,9 % ensayados

Criterios Grupo Mortalidad (%)
Grupo CON 1/72 (1,39)
experimental GMS 54/82 (65,85)
Via de Intraperitoneal 40/90 (44,44) %
administracion Subcutanea 15/64 (23,44)
Numero de dosis 5 dosis 24/76 (31,58)

7 dosis 31/78 (39,74)
Frecuenciadela Diario 45/116 (38,79)*
administracion | .. alternos 10/48 (20,83)
Comienzodela | Dia 1 de vida 34/77 (44,16) 2
administracion | e, 5 ge vida 22/77 (28,57)

CON: inyectadas con NaCl 0,9% (controles). GMS: inyectadas con glutamato monosadico.

T Diferencia significativa comparado con el grupo control; p=0,0000 (Prueba exacta de
Fisher)

¥ Diferencia significativa entre via intraperitoneal y subcutanea; p=0,0056 (Prueba exacta
de Fisher)

# Diferencia significativa entre la administracion diaria y en dias alternos; p=0,0192 (Prueba
exacta de Fisher)

2Diferencia significativa entre el comienzo de la administracion el dia 1 de vida y el dia 2
de vida; p=0,0325 (Prueba exacta de Fisher)
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No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el peso de las

ratas inyectadas con GMS vy el de las ratas a las que se les administr6 Na C10,9 %

(controles) a los 90 dias de vida, con los esquemas de administracion en los que

no hubo una mortalidad del 100 %. La longitud corporal resultdé diferente

estadisticamente entre los grupos, excepto con el esquema de administracion I5B.

El 100 % de las ratas tratadas con GMS que alcanzaron la vida adulta, se hicieron

obesas. El indice de Lee fue similar entre las ratas a las que se les aplicé 5 dosis 'y

a las que se les aplicé 7 dosis de GMS. Ello indica que se alcanz6 un grado de

obesidad semejante con los esquemas de administracién probados (Tabla 6).

Tabla 6. Variables somatométricas y frecuencia de obesidad segin esquemas de
administracion de glutamato monosodico o NaCl 0,9 %

Esquema| Grupo Peso (9) LC (cm) Indice de Frecuencia
Lee Obesidad (%)
I5A CON 2266+85 205+04 0,297+0,0 1/10 (10)
GMS 2250+14 188 +1,1* 0,325 +0,0* 2/2 (100)
5B CON 226,8 £30,1 20,6 +0,7 0,295 +0,0 2/10 (20)
GMS 256,5+27,9 19,8 0,4 0,320 +0,0* 4/4 (100)
178 CON 251,8%32,4 21,3+10 0,296 0,0 0/10 (0)
GMS 226,8 £16,1 18,5 +0,7* 0,330 +0,0* 5/5 (100)
S5A CON 263,3+6,6 21,7+0,3 0,296 +0,0 0/8 (0)
GMS  256,8+16,2 19,2+0,5* 0,321+ 0,0 4/4 (100)
S5B CON 247,826,2 21,005 0,299 0,0 2/8 (25)
GMS 235,7 £13,4 18,9 #1,0* 0,320 +0,0* 6/6 (100)
ST7A CON 251,0+10,4 21,1+0,3 0,298+ 0,0 1/8 (12,5)
GMS  252,8+17,9 19,1+0,5* 0,330+ 0,0* 2/2 (100)
S7B CON 247,1#26,5 21,1%0,6 0,297 20,0 1/8 (12,5)
GMS 247,6 £13,7 19,1 +0,7* 0,330 +0,0* 5/5 (100)

Se presenta el valor promedio + la desviacion estandar de cada variable, excepto la Ultima
variable que es expresada en porcentaje. I5A: administracion de 5 dosis, diario, a partir del
dia 1 de vida, intraperitoneal. I5B: administracion de 5 dosis, en dias alternos, a partir del
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dia 2 de vida, intraperitoneal. I7B: administracion de 7 dosis, diario, a partir del dia 2 de
vida, intraperitoneal. S5A: administracion de 5 dosis, diario, a partir del dia 1 de vida,
subcutdneo.S5B: administracion de 5 dosis, en dias alternos, a partir del dia 2 de vida,
subcutaneo. S7A: administraciéon de 7 dosis, diario, a partir del dia 1 de vida, subcutaneo.
S7B: administracién de 7 dosis, diario, a partir del dia 2 de vida, subcutdneo. GMS:
inyectadas con glutamato monosaédico. CON: inyectadas con NaCl 0,9% (controles). LC:
longitud corporal. * Diferencia significativa comparado con el grupo control; p < 0,05
(Prueba U de Mann-Whitney)

Teniendo en cuenta estos resultados se seleccioné el esquema S5B, donde se
aplica cinco dosis de GMS (4 mg/g de peso corporal), en dias alternos por via
subcutanea y comenzando la administracion el dia 2 de vida (dias 2, 4, 6,8y 10 de

vida).

3.2 Tareas de investigacion 2 y 3. Evaluacion de la influencia de la obesidad
pregestacional inducida por glutamato monosoédico sobre el desarrollo

embrionario, fetal y placentario en ratas

3.2.1 Ratas con 11,5 dias de gestacion y ratas con 20 dias de gestacion

En las tareas 2 y 3 las ratas obesas (Oe y Of) presentaron menor longitud corporal
gue los controles (Ce y Cf). No hubo diferencias significativas en relacion con el
peso corporal entre obesas y controles, sin embargo la grasa abdominal se

incrementd significativamente en las ratas obesas (Tabla 7) (Anexo 16).

El tiempo promedio de evolucion de la obesidad en las ratas con 11,5 dias de
gestacion fue de 26 dias, mientras que el de las ratas con 20 dias de gestacion fue
de 31 dias. La ingesta alimenticia y energética fue inferior en las ratas obesas. La
ganancia de peso pregestacional y la gestacional fue menor en las obesas (Tabla

8).
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Tabla 7. Variables somatométricas en ratas controles y obesas

Variables Ce (n=16) Oe (n=16) Cf(n=14) Of (n=16)
Peso corporal (g) 247,3 +25,4 240,7 +23,5 258,0 £22,3 246,7 +24,2
LC (cm) 21,3+0,7 18,6 +0,8* 21,5#0,7 19,0 +0,5*
Indice Lee 0,294 +0,0 0,334 +0,0+ 0,296 +0,0 0,328 +0,0*
Grasa abdominal (g) 16,1 +4,5 23,7 +6,2* 14,1 +4,0 23,1 +9,2*

Se presenta el valor promedio + la desviacion estandar de las variables. LC: longitud
corporal; Ce: ratas controles con 11,5 dias de gestacion; Oe: ratas obesas con 11,5 dias
de gestacion; Cf: ratas controles con 20 dias de gestacion; Of: ratas obesas con 20 dias
de gestacion. * Diferencia significativa comparado con el grupo control; p < 0,05 (Prueba U
de Mann-W hitney)

Tabla 8. Variables nutricionales en ratas controles y obesas
Variables Ce (n=16) Oe (n=16) Cf(n=14) Of (n=16)

Ingesta alimenticia 18,1 +2,0 16,7 +1,2* 18,9 +2,3 17,4 +1,3*
(g/dia)

Ingesta energética| 50,6 +5,5 46,7 +3,3* 52,6 +6,4 48,8 +3,7*
(kcal/dia)

Ganancia de peso| 206,0 23,2 180,4+20,7* 219,8 #18,2 203,8 +22,9*
pregestacional (g)

Ganancia de peso| 39,6146 296 +11,3* 98,4198 654 +20,8*
gestacional (g)

Se presenta el valor promedio * la desviacion estandar de las variables. Ce: ratas controles
con 11,5 dias de gestacion; Oe: ratas obesas con 11,5 dias de gestacion; Cf: ratas
controles con 20 dias de gestacion; Of: ratas obesas con 20 dias de gestacion. * Diferencia

significativa comparado con el grupo control; p < 0,05 (Prueba U de Mann-W hitney)

Las ratas obesas con 11,5 dias de gestacion mostraron niveles de triacilgliceroles
y albumina plasmatica superiores a los controles. Hubo correlacion positiva entre el
indice de Leey los niveles plasmaticos de triacilgliceroles (R=0,3769; p < 0,05). El
resto de las variables metabdlicas no mostraron diferencias estadisticamente

significativas (Tabla 9).

En las ratas obesas con 20 dias de gestacién se observd disminucién en las
concentraciones de creatinina y albumina. No se encontraron diferencias

significativas en las demas variables metabdlicas (Tabla 9). Al comparar los grupos
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de ratas con 11,5 dias de gestacion con los de 20 dias de gestacion (Cevs Cfy Oe

vs Of) se observd que los Ultimos presentaron menores niveles de glicemia y

mayores de colesterol, triacilgliceroles, indice HOMA e indice TyG (p < 0,05).

Tabla 9. Indicadores del estado metabdlico en ratas gestadas controles y obesas

Variables Ce (n=16) Oe (n=16) Cf (n=14) Of (n=16)
Glicemia (mM) 6,8 0,8 6,9 £1,0 5,0 £0,9 4,8+0,4
Colesterol (mM) 1,1+0,3 1,2+0,4 1,9+0,3 1,8 0,8
Triacilgliceroles 0,9+0,5 2,0 £2,2* 52+28 6,9 5,7
(mM)

Insulina 23,9 16,1 28,0 £20,0 21,3125 15,7 £7,5
(LUVmML)

HOMA-IR 7,6 5,6 8,1+5,6 3,7+2,3 2,7+1,3
indice TyG 8,4 +0,5 8,9 0,9 9,5+0,5 9,6 £0,8
Acido urico | 119,7 +89,1 115,5 +64,1 161,4 +84,9 141,0 +68,1
(mM)

Creatinina (uM) | 43,6 8,0 40,7 £10,8 52,6+15,0 37,7 £15,2*
Proteinas

totales (g/L) 55,6+13,8 57,6+15,9 62,6 7,8 62,6 21,9
Albumina (g/L) 24,3 +8,9 33,4 +6,2* 42,1 +13,1 33,4 +5,1*

Se presenta el valor promedio + la desviacion estandar de cada variable; Ce: ratas
controles con 11,5 dias de gestacion; Oe: ratas obesas con 11,5 dias de gestacion; Cf:
ratas controles con 20 dias de gestacion; Of: ratas obesas con 20 dias de gestacion;
HOMA: modelo homeostatico de Mathews para determinar resistencia a la insulina (IR);
TyG: triacilgliceroles-glucosa. * Diferencia significativa comparado con grupo control; p <
0,05 (Prueba U de Mann-Whitney).

En las ratas con 11,5 dias de gestacién no se presentaron diferencias significativas
en los marcadores de estrés oxidativo sistémico (linfocitos o plasma) y tisular
(higado y tejido adiposo) entre los grupos (Tablas 10y 11). Sin embargo las ratas

obesas con 11,5 dias de gestacion que tuvieron embriones malformados

presentaron niveles sistémicos de GSH inferiores a las obesas y a los controles sin
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embriones malformados en su descendencia. Las ratas controles con embriones
malformados no mostraron diferencias en los niveles de GSH sistémico con relacion
a los controles sin embriones malformados (Figura 2). Ademas, en el grupo de las
obesas, se encontrd correlacién entre la disminucion de los niveles de GSH al nivel

sistémico y la presencia de malformaciones en la descendencia (R*Bis=0,6199; p <

0,05)

0,300

0,250 - 0,24 £0.,0
0,21+0,1

0,17 0.1

Concentracién GSH (mM)
-

0,050 A

0,000

Ce s/lEM Ce c/EM Oe s/EM Oe c/EM

Figura 2. Niveles de glutation reducido en ratas controles y obesas con 11,5 dias de
gestacion. Se presenta el valor promedio de la variable. Grupos formados segun la
presencia o no de embriones malformados. Ce s/EM: Ratas controles sin embriones
malformados; Ce c/EM: Ratas controles con embriones malformados; Oe s/EM: Ratas
obesas sin embriones malformados; Oe c/EM: Ratas obesas con embriones malformados;
GSH: glutation reducido. 2 Diferencia significativa comparado con Oe sl[EMy Ce s/EM; p <
0,05 (Prueba U de Mann-Whitney).

Las ratas obesas con 20 dias de gestacidn exhibieron concentraciones superiores
de MDA tanto a nivel sistétmico como en tejido adiposo. Se encontraron mayores
niveles plasmaticos de nitratos y nitritos en las ratas obesas con 20 dias de
gestacion. En este mismo grupo se constatdé disminucién de la actividad de la

enzima catalasa e incremento del indice SOD/CAT hepéticos. Una disminucién de

la SOD fue observada en el tejido adiposo. Los demds indicadores de estrés
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oxidativo en ratas con 20 dias de gestacion no mostraron diferencias

estadisticamente significativas (Tablas 10 y 11).

Tabla 10. Marcadores de estrés oxidativo sistémico en ratas gestadas controles y
obesas

Variables Ce (n=16) Oe (n=16) Cf (n=14) Of (n=16)
[NO3+NO2] (uM) 53,2 17,5 559 +155 1254 +81,2 232,3 +121,1%
GSH (mM) 0,20 £0,1 0,17 £0,1 0,18 +0,1 0,23 £0,1
PFD (nmol MDA/mg| 6,8%25 6,0 £1,7 1,7+0,4 2,1+0,9
ADN)

PAOP (uM) 0,06 +0,0 0,10 +0,1 0,09 £0,1 0,06 +0,0
MDA (uM) 10,1 #50 16,3 +21,0 5,4 +3,2 12,0 +3,5*

Se presenta el valor promedio + la desviacion estandar de cada variable. Ce: ratas
controles con 11,5 dias de gestacién; Oe: ratas obesas con 11,5 dias de gestacion; Cf:
ratas controles con 20 dias de gestacion; Of: ratas obesas con 20 dias de gestacion.
NOs+NO:: nitratos y nitritos; GSH: glutation reducido; PFD: productos de la fragmentacion
de la 2-dexosirribosa; PAOP: productos avanzados de la oxidacion de proteinas; MDA:
malonildialdehido. * Diferencia significativa comparado con grupo control; p < 0,05 (Prueba
U de Mann-Whitney).

En ratas con 20 dias de gestacion se constaté aumento significativo (p < 0,05) en
los niveles plasmaticos de nitratos y nitritos con respecto a las ratsa con 11,5 dias
de gestacion (Ce vs Cfy Oe vs Of). Alnivel del tejido adiposo se observo incremento
en la concentracion de GSH, mayor actividad de enzimas antioxidantes (SOD, CAT)
y mayor dafio oxidativo a lipidos (MDA) y proteinas (PAOP) en ratas con 20 dias
de gestacion, con significacion estadistica (p < 0,05). Las ratas obesas con 20 dias
de gestacion (Of) tuvieron ademas niveles superiores de MDA, aumento de la
actividad de SOD y disminucion de la catalasa con incremento del indice SOD/CAT

en tejido hepético comparado con las ratas obesas con 11,5 dias de gestacion (Oe),

con diferencias significativas (p < 0,05).
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Tabla 11. Marcadores de estrés oxidativo tisular en ratas gestadas controles y

obesas
Variables Ce (n=16) Oe (n=16) Cf(n=14) Of (n=16)
HIGADO
GSH (mmollmg de| 0,50 0,2 0,52 +0,2 0,04 0,0 0,07 £0,0
proteinas)
SOD (UAE/min/mg 3,5+1,6 2,8 +0,5 3,9+1,9 46+2,0
de proteinas)
CAT (KU/min/mg de 4,3+2,0 45+2,1 3,7+1,4 2,6 +1,0*
proteinas)
indice SOD/CAT 0,95 +0,6 0,85 +0,7 1,2 +0,5 1,9 +0,9*
PAOP (umol/mg de 0,02 +0,0 0,02 +0,0 0,02 +0,0 0,03 +0,0
proteinas)
MDA (umol/img de 0,77 £0,5 0,62 +0,3 0,88 +0,5 1,13 +0,8
proteinas)
TEJIDO ADIPOSO

GSH (mmol/lmg de| 0,63+04 0,57 +0,3 53+2,4 4,2 +2.8
proteinas)
SOD (UAE/minfmg| 6,239 6,8459 2114752 129,0+585*
de proteinas)
CAT (KU/minfmg de| 0,1310,1 0,08 0,0 2514 2,012
proteinas)
indice SOD/CAT 56,8 +47,0 60,3 +44,6 100,5 +52,3 99,7+89,9
PAOP(umol/mg de| 0,280 0,36 +0,2 2,5+1,5 3,5+3,1
proteinas)
MDA (umol/mg de 4,8 +3,6 5,1+2,5 71,7+47,8  128,1+49,6*
proteinas)

Se presenta el valor promedio + la desviacion estandar de cada variable. Ce: ratas
controles con 11,5 dias de gestacién; Oe: ratas obesas con 11,5 dias de gestacion; Cf:
ratas controles con 20 dias de gestacion; Of: ratas obesas con 20 dias de gestacion. GSH:
glutation reducido; SOD: superéxido dismutasa; CAT: catalasa PAOP: productos
avanzados de la oxidacion de proteinas; MDA: malonildialdehido. * Diferencia significativa
comparado con grupo control; p < 0,05 (Prueba U de Mann-Whitney).

Las ratas obesas (Oe y Of) presentaron menor indice de fertilidad, asi como
disminucion en el nimero de cuerpos Iiteos, implantaciones y de su descendencia

(embriones o fetos) comparado con su respectivo grupo control (Ce o Cf) (Tabla

66



12). Las pérdidas preimplantacion fueron significativamente superiores en las ratas
obesas con 11,5 dias de gestacion. La proporcion de reabsorciones fue similar en

las ratas con 11,5 dias de gestacién (Tabla 12) (Anexo 15y 17).

En las ratas con 20 dias de gestacion no hubo diferencias significativas entre los
grupos en cuanto a las pérdidas preimplantacion. Sin embargo, las pérdidas
posimplantacion se incrementaron en las ratas obesas (Of), a expensas de las

muertes fetales ocurridas en este grupo experimental (Tabla 12) (Anexo 17).

Tabla 12. Variables de capacidad reproductora en ratas controles y obesas

Variables Ce (n=16) Oe (n=16) Cf (n=14) Of (n=16)
Indice de Fertilidad (%) | 16/18 (88,9) 16/29 (54,2)T 14/15 (93,3) 16/26 (61,5)t
Cuerpos luteos
N 227 186 177 159
Media + DS 14,2 £2,2 11,6 +2,6* 12,6 2,4 9,9 +2,3*
Implantaciones
N 205 147 164 145
Media £ DS 12,8 +3,5 9,2 £3,0* 11,7 £2,9 9,1 43,3*
Pérdidas 9,7 21,0t 7,3 8,8
preimplantacion (%)
Reabsorciones N (%) 47/205 43/147 (29,3) 2/164 (1,2) 2/145 (1,4)

(22,9)

Embriones o Fetos
N 158 104 162 143
Media + DS 9,9+3,9 6,5+ 4,0* 11,6 £3,0 8,9 £3,3*
Fetos vivos N (%) 161 (99,4) 136 (95,1)f
Fetos muertos N (%) 1(0,6) 7(5,2)t
Pérdidas 1,8 6,2f
posimplantacion (%)

Se presenta el total (N) y el valor promedio + la desviacion estandar de las variables o
porcentaje de .las mismas. Ce: ratas controles con 11,5 dias de gestacion; Oe: ratas
obesas con 11,5 dias de gestacion; Cf: ratas controles con 20 dias de gestacion; Of: ratas
obesas con 20 dias de gestacion; DS: desviacion estandar. * Diferencia significativa
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comparado con grupo control; p < 0,05 (Prueba U de Mann-Whitney). T Diferencia
significativa comparado con grupo control; p < 0,05 (Prueba exacta de Fisher).

3.2.2 Descendencia de ratas con 11,5 dias de gestacion

Los embriones de las ratas obesas tuvieron menor longitud corporal, nimero de
somitas, contenido de ADN y proteinas que los embriones del grupo control, lo que

indica menor crecimiento y desarrollo de estos (Figura 3).
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Figura 3. Variables de crecimiento y desarrollo embrionario. Ce: ratas controles con
11,5 dias de gestacién; Oe: ratas obesas con 11,5 dias de gestacion. Ay B: *

Diferencia significativa comparado con grupo control; p <0,05 (Prueba U de Mann-
Whitney). Cy D: Estadistica descriptiva.

Se determind la presencia de malformaciones congénitas en la descendencia,
especialmente los DTN tales como: microcefalia, apertura anterior, posterior y
dorsal del tubo neural. Los defectos de rotacion y la no definicion de las vesiculas

cerebrales también fueron identificados (Anexo 15). El porcentaje de embriones
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retrasados y malformados fue superior en el grupo de las obesas. Este porcentaje
fue calculado a partir del nimero de embriones que pudieron ser clasificados

(embriones dtiles) (Tablal3) (Anexo 15).

Tabla 13. Clasificacion de los embriones de ratas controles y obesas

Variables Ce (n=16) Oe (n=16)
Embriones atiles (N) 148 93
Embriones normales N (%) 140 (94,6) 64 (68,8)
Embriones retrasados N (%) 3(2,0) 16 (17,2)t
Embriones malformados N (%) 5(3,4) 13 (14,0)t

Se presenta el total (N) y el porcentaje de las variables o el valor promedio + la
desviacién estandar de las mismas. Ce: ratas controles con 11,5 dias de gestacion;,
Oe: ratas obesas con 11,5 dias de gestacion. T Diferencia significativa comparado
con grupo control; p < 0,05 (Prueba exacta de Fisher).

Se compararon la longitud corporal, el nimero de somitas, contenido de ADN y
proteinas de los embriones malformados, retrasados y normales. Los malformados
fueron los de menor longitud corporal, nimero de somitas, contenido de ADN y
proteinas seguidos por los embriones retrasados, los que presentaron valores de
estas variables inferiores a los embriones normales (Figura 4). Se encontro
correlacion positiva entre la longitud corporal de los embriones y el nimero de
somitas. La presencia de malformaciones se correlacioné con disminucién de la

longitud corporal y el nUmero de somitas en los embriones (Tabla 14).
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Figura 4. Variables de crecimiento y desarrollo embrionario segun clasificacion de
los embriones. EN: embriones normales, ER: embriones retrasados, EM: embriones

malformados. Se presenta el valor promedio + la desviacion estandar de cada
variable. @ Diferencia estadisticamente significativa; p < 0,05 (Prueba Kruskal-

Wallis). C y D: Estadistica descriptiva.

Tabla 14. Relacién entre la presencia de malformaciones y el crecimiento y
desarrolllo embrionario

Numero de Somitas Longitud Numero de Somitas
corporal
R ReBis R<Bis
Longitud 0,6913* malformacién  0,4164* 0,2799*
corporal (ausencia o
presencia)

R: coeficiente de correlacion de Spearman; ReBis: coeficiente de correlacion punto
biserial * p < 0,05.

Las anomalias generalmente no se presentaron de forma aislada. Una mayor
severidad de las malformaciones se constatd en la descendencia de las ratas

obesas, donde predominaron las anomalias mdltiples (Tabla 15).
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Tabla 15. Anomalias observadas en embriones de ratas controles y obesas

ANOMALIAS Ce Oe TOTAL
AISLADAS
Apertura posterior amplia del tubo neural 0 2 2
Apertura anterior del tubo neural 2 0 2
Microcefalia 0 1 1
MULTIPLES

Apertura posterior amplia y/o anterior del tubo
neural y microcefalia.

2 8 10
Apertura posterior amplia y/o anterior del tubo
neural, microcefalia y malrotacion.

1 0 1
Apertura anterior y dorsal del tubo neural. 0 1 1
Apertura posterior amplia del tubo neural y
vesiculas cefalicas poco definidas. 0 1 1
TOTAL 5 13 18

Se muestra el nimero de embriones con cada anomalia por grupo y el total de embriones
con cada anomalia en el estudio. Ce: ratas controles con 11,5 dias de gestacion; Oe: ratas
obesas con 11,5 dias de gestacion.

Los niveles de PAOP fueron mayores en los embriones de ratas obesas (Figura 5).
Asi mismo, los embriones alterados (malformados y retrasados) exhibieron una

concentraciéon de PAOP superior a la de los embriones normales (Figura 5).
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Figura 5. Niveles de PAOP en embriones. A) Segun grupo experimental. B) Segun
clasificacion de los embriones. PAOP: productos avanzados de la oxidacién de
proteinas. Ce: ratas controles con 11,5 dias de gestacion; Oe: ratas obesas con
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11,5 dias de gestacion; EN: embriones normales. EA: embriones alterados
(retrasados y malformados). Se presenta el valor promedio + la desviacion estandar
de cada variable. Estadistica descriptiva.

3.2.3 Descendencia de ratas con 20 dias de gestacion

Con relacién a los indicadores de crecimiento somatico y desarrollo fetal, los
descendientes de las ratas obesas presentaron menor peso y diametro craneano
anteroposterior que los fetos del grupo control. Las demas variables morfométricas

no mostraron diferencia entre ambos grupos (Tabla 16).

Tabla 16. Indicadores de crecimiento somatico y desarrollo fetal

Variables Cf Of
Peso (9) 3,56+0,4 3,4 £0,4*
Longitud corporal (mm) 34,4 1,7 34,2 +1,8
DBP (mm) 7,8+1,0 7,7+0,9
DAP (mm) 11,4 +1,4 10,7 +1,3*

Sitios de osificacion

Falangicos anteriores 0,00 +0,0 0,03 +0,2
Metacarpianos 3,004 3,104
Faldngicos posteriores 0,00+0,00 0,00+0,00
Metatarsianos 38104 4,0 £0,2
Vértebras caudales 4,0 £0,7 3,9+0,9
Esternales 4,4 +0,7 4,2 +0,9

Se presenta el valor promedio + la desviacién estandar de cada variable. Cf: ratas controles
con 20 dias de gestacion; Of: ratas obesas con 20 dias de gestacion. DBP: diametro
craneano biparietal; DAP: diametro craneano anteroposterior. * Diferencia significativa

comparado con grupo control; p < 0,05 (Prueba U de Mann-Whitney).

No se encontraron fetos con alteracién en su forma externa en ninguno de los
grupos (la gastroquisis se incluyé dentro de los defectos viscerales) (Tabla 17). La
frecuencia de anomalias esqueléticas y viscerales en la descendencia de las ratas

obesas estuvo pordebajo de la mostrada por los fetos de las ratas controles (Tablas
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17 y 19) (Anexo 18 y 19). No se hallaron fetos con DNT ni con malformaciones
cardiovasculares en la descendencia de las obesas. No se observaron fetos con

anomalias viscerales mdiltiples en ninguno de lo grupos experimentales.

Tabla 17. Frecuencia de anomalias externas y esqueléticas en fetos de ratas
controles y obesas

Cf Of

Fetos con anomalias externas (%) 0/162 (0,0) 0/143 (0,0)
Fetos con anomalias esqueléticas (%) 26/65 (40,0)T 9/61(14,8)
Osificacion incompleta del supraoccipital (%) 12 (18,5)t 34,9
Osificacion incompleta de centros esternales 1(1,5) 0(0,0)
(%)

No osificacion de centros esternales (%) 0(0,0) 1(1,6)
Costilla corta (%) 1(1,5) 0 (0,0
Ausencia de costilla (%) 0(0,0) 1(1,64)
No osificacion de centros metacarpianos (%) 0(0,0) 2(3,3)
Anomalias esqueléticas multiples (%) 12 (18,5)t 2(3,3)

Se presenta el valor total y el porcentaje de las anomalias. Cf: ratas controles con 20 dias
de gestacion; Of: ratas obesas con 20 dias de gestacion. p < 0,05 comparado con grupo

control (Prueba exacta de Fisher)

La osificacion incompleta del hueso supraoccipital, las anomalias esqueléticas
mudltiples y el uréter acodado o alargado en forma de S (no asociado a otro defecto
del tracto urinario) fueron las alteraciones estructurales cuya frecuencia mostro
diferencias estadisticas entre los grupos (Tablas 17, 18 y 19) (Anexo 18 y 19). No

se encontrd correlacion entre los marcadores de estrés oxidativo sistémicos y la

presencia de anomalias esqueléticas y viscerales.
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Tabla 18. Anomalias esqueléticas mdltiples observadas en fetos de ratas controles

y obesas
Anomalias multiples Cf Of
Osificacion incompleta del supraoccipital e interparietal. 4 0
Osificacion incompleta del supraoccipital, costillas arqueadas y| 2 0
engrosadas.
Osificacion incompleta del supraoccipital, no osificacion de centros | 1 1
esternales.
Osificacion incompleta del supraoccipital, ausencia de costilla. 1 0
Osificacion incompleta del supraoccipital, osificacién incompleta de| 1 0
centros esternales.
Osificacion incompleta del supraoccipital, osificacién incompleta de| 1 0
centros esternales, costilla corta.
Osificacion incompleta del interparietal, costillas arqueadas y| 1 0
engrosadas.
No osificacibn de centros esternales, costillas arqueadas y| 1 0
engrosadas.
Ausencia de costilla, no osificacion de cuerpos vertebrales. 0 1
Total 12 2

Se muestrael nimero de fetos con cada anomalia multiple por grupo. Cf: ratas controles

con 20 dias de gestacion; Of: ratas obesas con 20 dias de gestacion.

Tabla 19. Frecuencia de anomalias viscerales en fetos de ratas controles y obesas

Cf Of
Fetos con anomalias viscerales (%) 12/84 (14,29)t 4177 (5,19%)
Microftalmia unilateral (%) 1(1,2) 0(0,0)
Cardiomegalia (%) 1(1,2) 0 (0,0)
Hernia diafragméatica (%) 1(1,2) 0 (0,0)
Gastroquisis (%) 0 (0,0) 2(2,6)
Uréter acodado (%) 9 (10,7)t 1(1,3)
Ausencia unilateral de glandula adrenal (%) 0 (0,0) 1(1,3)

Se presenta el valor total y el porcentaje de las anomalias viscerales. Cf: ratas controles
con 20 dias de gestacion; Of: ratas obesas con 20 dias de gestacion. Tp < 0,05 comparado

con grupo control (Prueba exacta de Fisher).
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3.2.4 Placentas de ratas con 20 dias de gestacidn

No hubo diferencias significativas en el peso de las placentas ni en el indice
placentario entre el grupo de las obesas y el control. Se observé mayor dafio
oxidativo a proteinas (PAOP) en las placentas de las obesas. El resto de las
determinaciones bioquimicas no mostraron diferencias estadisticamente

significativas (Tabla 20).

Tabla 20. Variables determinadas en placentas de ratas controles y obesas

Variables Cf Of

Peso (g) 0,53 0,1 0,52 0,1
indice placentario 0,15 +0,0 0,16 +0,0
GSH (mmol/mg de proteinas) 0,13 +0,0 0,13 +0,0
SOD (UAE/min/mg de proteinas) 7,2+3,2 5,0+1,6

CAT (KU/min/mg de proteinas) 0,08 +0,0 0,09 +0,0
indice SOD/CAT 125,7 +87,6 59,8 £26,0
PFD (nmolIMDA/mg ADN) 2,217 15+1,1

PAOP (umol/mg de proteinas) 0,02 +0,0 0,05 +0,0*
MDA (umol/mg de proteinas) 1,0 +0,7 0,56 +0,5

Se presenta el valor promedio * la desviacion estandar de cada variable. Cf: ratas controles
con 20 dias de gestacion; Of: ratas obesas con 20 dias de gestacion.; GSH: glutation
reducido; SOD: superéxido dismutasa; CAT: catalasa; PFD: productos de la fragmentacién
de la 2-dexosirribosa; PAOP: productos avanzados de la oxidacion de proteinas; MDA:
malonildialdehido. * Diferencia significativa comparado con grupo control; p < 0,05 (Prueba
U de Mann-Whitney).

3.3 Resumen de los principales resultados

-Disminucién significativa de la mortalidad con la aplicacién de 5 dosis de GMS (4
mg/g de peso corporal) por via subcutanea los dias 2, 4, 6, 8 y 10 posteriores al

nacimiento para inducir obesidad en ratas.
Ratas con 11,5 dias de gestacion:

-Las ratas obesas presentaron incremento significativo de los TAG.
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-Disminucién significativa en la concentracion de GSH en las ratas obesas que
tuvieron embriones malformados con respecto a ratas controles y obesas sin

embriones malformados.

- Disminucion significativa del indice de fertilidad, el numero de cuerpos liteos, de
implantaciones y de embriones, asi como aumento de las pérdidas preimplantacion

en las ratas obesas.

- Incremento significativo del porcentaje de embriones malformados y con retardo
en el crecimiento, asi como disminucion de la longitud corporaly el nimero de
somitas en la descendencia de las ratas obesas. Aumento de los niveles de PAOP

en los embriones del grupo de obesas.
Ratas con 20 dias de gestacion:

- Incremento significativo de los niveles plasmaticos de nitratos y nitritos, de MDA
(a nivel sitémico y en tejido adiposo), de la relacibn SOD/CAT en higado y de los
niveles de PAOP en la placenta. Disminucion de la concentracion de SOD en el
tejido adiposo.

- Disminucion significativa del indice de fertilidad, el nUmero de cuerpos liteos, de
implantaciones y de fetos en las ratas obesas.

- Disminucion significativa del peso y diametro craneano anteroposterior de los
fetos de las ratas obesas y aumento significativo del porcentaje de muertes fetales

en este grupo experimental.
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4. DISCUSION

Uno de los principales resultados de esta investigacion fue lograr un modelo de
obesidad y prefiez que reproduce consecuencias para la descendencia. Las
muertes neonatales ocurridas en el grupo al que se le administr6 GMS podria
deberse a que esta sustancia es capaz de atravesar la BHE (que en periodo
neonatal no estd completamente desarrollada), provocando agotamiento de las
reservas energéticas y muerte celular, con lo cual se afectan funciones vitales. Lo

anterior coincide con lo reportado en la literatura102.135,

Se plantea que con la absorcion relativamente lenta del producto por via
subcutanea y la administracion en dias alternos pudiera aminorarse el efecto
neurotéxico agudo del GMS', El esquema de administracién seleccionado para
inducir obesidad en ratas Wistar fue el que permitié el mayor éxito en cuanto a
obtener animales obesos con menor manipulacion de estos y disminucion de la

mortalidad (Tablas 5y 6).

La disminucién de la longitud corporal y de la ingesta alimenticia, asi como el
incremento de la grasa abdominal observado en las ratas obesas son
caracteristicas de este modelo*®. La reducida ganancia de peso en estas ratas
pudiera guardar relacion directa con la disminucion de la ingesta alimenticia. El
mecanismo por el cual desarrollan hipofagia estos animales no esta bien

esclarecido® (Tablas 7y 8).

La hormona de crecimiento aumenta la longitud de los huesos largos al estimular
la proliferacion celular en las placas epifisiarias del cartlago de estos huesos y su
posterior diferenciacion en tejido 6seo. También incrementa el grosor de los huesos

membranosos debido a su potente efecto estimulante sobre los osteoblastos. Esta
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hormona activa al factor de crecimiento insulinoide 1 el cual estimula la sintesis de

proteinas musculares y por consiguiente el desarrollo de la masa muscular40.141,

La lesion hipotalamica se asocia a reduccion en los niveles de hormona liberadora
de hormona del crecimiento con la consiguiente disminucion en los niveles de
hormona del crecimiento. Como consecuencia de esto se produce acortamiento de
los huesos, disminucion de la masa muscular y aparece retardo en el crecimiento
(disminucién de la longitud corporal)*. Los menores valores plasmaticos de
creatinina (Tabla 9) encontrados en las ratas obesas con 20 dias de gestacion
confirman la sarcopenia que desarrollan los mismos. La creatinina es obtenida a
partir de la fosfocreatina, un compuesto de reserva energética muscular. La

concentraciéon de fosfocreatina es proporcional a la masa muscular40,

Otro factor que pudiera estar influyendo en la disminucién de la masa muscular es
el incremento de glucocorticoides circulantes, lo cual es caracteristico en las ratas
obesas por GMS#: 142-144 | os glucocorticoides estimulan el catabolismo de
proteinas musculares a la vez que inhiben la sintesis de estas. Ademas inhiben el

efecto de la hormona de crecimiento sobre el misculo140.141,

La obesidad inducida por GMS constituye un modelo de obesidad visceral. La
acumulacion de grasaintra-abdominal (Tabla 7) pudiera deberse, en parte, al efecto
pro-adipogénico por exceso de glucocorticoides circulantes en estas ratas. Los
glucocorticoides inducen la expresion de factores de transcripcion adipogénicos
como PPARy!42 Este receptor nuclear promueve la diferenciacion de los
preadipocitos en adipocitos maduros en el tejido adiposo, con lo cual se incrementa
el nimero de estas células. También induce la expresién de genes relacionados
con la captacion de acidos grasos, la biosintesis de acidos grasos y de proteinas
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de las vesiculas lipidicas donde se almacenan los triacilgliceroles. Lo anterior

favorece la lipogénesis y el aumento de las reservas grasas®:14°,

La exposicion crénica a exceso de glucocorticoides estimula la lipogénesis, debido
a sobreexpresion de la lipasa de lipoproteina, disminucién de la actividad de la
AMPK y de la expresion de proteina desacopladora 1 (UCP1)15, Estos efectos
metabdlicos son mediados posiblemente por activacion del receptor de

mineralocorticoides46,

La lipasa de lipoproteina degrada los TAG contenidos en las VLDL y quilomicrones
en acidos grasos y glicerol. Los acidos grasos son captados por los adipocitosy re-
esterificados al glicerol formando los TAG dentro de estas células'4l. Por su parte
la AMPK fosforila ala enzima reguladora de la biosintesis de acidos grasos la acetil
coenzima A carboxilasa, bloqueando su polimerizacion e inactivandola. La
inhibicion de la AMPK favorece entonces la sintesis de acidos grasos y de

TAG4L.145

La disminucién de la expresion de la UCP1 reduce la pérdida de energia en forma
de calor e incrementa la deposicion grasal#®. La UCP1 disipa el gradiente de
protones generado durante el transporte de electrones con lo cual disminuye la
produccion de ATP. Al no desacoplarse el transporte de electrones y la fosforilacion
oxidativa se favorece la produccién de energia metabdlicamente util en forma de
ATP. Cuando se incrementa la razon ATP/ADP se bloquea la activacion de la AMPK

y por consiguiente se activa la biosintesis de acidos grasosy la lipogénesis14L.

Por otra parte, las ratas con obesidad inducida por GMS experimentan fallas en el

mecanismo de termogénesis estimulada por activacion simpatica a nivel del tejido
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adiposo pardo, por lo que tienen menor gasto energético y menor tasa metabdlica

basal. Todo esto favorece la deposicion grasal4’.

Hay evidencias de disminucion de la expresion del receptor de la leptina a nivel de
la glandula adrenal'43, asi como del incremento en la concentracion plasmatica de
leptina en ratas obesas por GMS?®°98.143.148 | o anterior conduce a resistencia a la
leptina. Normalmente, la leptina inhibe la secrecién de glucocorticoides estimulada
por la hormona adrenocorticotropa en las glandulas adrenales. Por consiguiente,

ante la resistencia adrenal a la leptina aumentan los niveles de glucocorticoides43.

En la obesidad humana, se ha constatado incremento de la expresion y de la
actividad de la enzima 113-hidroxiesteroide deshidrogenasa 1 (11p-HSD1) en el
tejido adiposo subcutaneo y visceral. Esta enzima convierte la cortisona en cortisol
(forma activa) y genera ~ 40% de la produccién diaria de glucocorticoides. El
aumento de la actividad de 11p-HSD1 conduce a elevar los niveles de cortisol y

contribuye a las complicaciones metabdlicas de la obesidad!4°.

El aumento de los TAG fue constatado en las ratas obesas con 11,5 dias de
gestacion (Tabla 9). Esto coincide con lo reportado en un estudio con ratas obesas
gestadas!*®. El incremento de los TAG en las ratas obesas con 11,5 dias de
gestacion no es consecuencia de las adaptaciones metabdlicas de la gestacion sino
de la obesidad. Asi lo demuestra la correlacion positiva encontrada entre el indice
de Lee y los TAG plasmaticos. Este periodo equivale al primer trimestre del
embarazo en humanos (fase anabdlica) donde se estimula la lipogénesis, o sea, se

acumulan reservas grasas, no se movilizan'?78,

Tanto en los controles como en las ratas obesas con 20 dias de gestacion la

concentraciéon de TAG se elevo considerablemente (Tabla 9), lo que si es debido
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posiblemente a modificaciones propias de la prefiez (fase catabdlica)!?’879, La
degradacién de las reservas grasas es caracteristico de esta fase de la

gestacion!278.79,

Ha sido demostrado el incremento de los AGNE en la circulaciéon de ratas con
obesidad inducida por GMS?%:97.99.100 | 3 |legada masiva de AGNE al higado, como
consecuencia de la actividad lipolitica incrementada en los adipocitos hipertrofiados

de las ratas obesas por GMS, induce estrés del REY.

El estrés del RE activa a la proteina de union al motivo X (XBP1) la cual estimula la
expresion de la proteina disulfuro isomerasa (PDI). Esta proteina (PDI) forma con
la proteina del RE que transfiere triacilgliceroles (MTP) un heterodimero que
empaqueta triacilgliceroles junto a la apolipoproteina B formando las VLDL, una
lipoproteina rica en TAG enddgenos. Como consecuencia de la activacion del eje
XBP1/PDIUMTP se incrementa la sintesis y exportacion de VLDL hacia la
circulacion®’. Lo anterior conduce a incremento de los TAG en el plasma, lo cual
también contribuye al acumulo de grasa visceral. EI aumento de los TAG

constituye, a su vez, un relevante factor inductor de estrés del RE en el hepatocito®”.

Los indices HOMA y TyG no mostraron diferencias entre los grupos por lo que no
se constatd la existencia de resistencia a la insulina en las ratas obesas (Tabla 9).
Ello podria deberse a que la aparicion de esta alteracién metabdlica requiere de
mayor tiempo de evoluciéon de la obesidad. Este argumento tiene su basamento en
gue en un estudio hecho con el modelo utilizado en esta investigacion las ratas
obesas no gestadas con 180 dias de vida (90 dias de evolucién de la obesidad)

mostraron incremento significativo de los indices antes mencionados?®°,
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Las ratas obesas con 11,5 dias de gestacion no mostraron alteracion de la
capacidad antioxidante ni dafio oxidativo a biomoléculas a nivel sistémico ni tisular
(Tablas 10 y 11). Sin embargo, las ratas obesas con 20 dias de gestaciéon
presentaron mayor concentracion de nitratos/nitritos y mayor dafio oxidativo a
lipidos a nivel sistémico y en tejido adiposo. También presentaron aumento del
indice SOD/CAT en higado lo cual indica la existencia de ambiente prooxidante, asi
como disminucion de la actividad de SOD en el tejido adiposo (Tabla 11). Ademas,
con respecto a las ratas con 11,5 dias de gestacion se observd al nivel del

hepatocito incremento en los niveles de MDA.

Los niveles elevados de nitratos y nitritos indican produccion incrementada de 6xido
nitrico, lo cual se acompafa de aumento en la generacion de peroxinitrito, un
potente oxidante, que rapidamente se descompone en radical hidroxilo, nitratos y
nitritos. El 6xido nitrico reacciona espontaneamente con el radical superoxido para

formar peroxinitrito1°1.

Los resultados expuestos arriba sugieren predominio de condiciones prooxidantes
en las ratas obesas con 20 dias de gestacion. Lo anterior podria estar relacionado
con incremento de los AGNE en la circulacion, los cuales estimulan la produccion
de ERO en la mitocondria y en fuentes extra-mitocondriales (activacion de NADPH
oxidasa)367475, El| estado prooxidante a nivel del hepatocito de las ratas obesas

podria conducir a disfuncién hepatica®.

La albumina es la proteina mas abundante y estable del plasma (representa mas
del 50 % del total de proteinas plasmaticas). La sintesis de esta proteina ocurre en
el higado. Entre sus funciones se encuentra la transportacion de sustancias
enddégenas como los AGNE®S2, El incremento de la albumina en el grupo de las
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obesas con 11,5 dias de gestacion (Tabla 9) pudiera estar en relacion con el

aumento de AGNE en la circulacién de estos animales.

La disminucion de la albumina plasmatica en ratas obesas con 20 dias de gestacién
(Tabla 9) podria constituir un signo de disfuncion hepatica. El ambiente prooxidante,
la acumulacion ectdpica de lipidos y estrés del RE en el higado de estos animales
pudieran causar alteracion en la funciéon del hepatocito®’. Seiva y colaboradores®
encontraron disminucion de las proteinas plasmaticas y elevados valores de
transaminasas [aspartato aminotransferasa y ALAT] en suero de ratas con
obesidad inducida por GMS. En otra investigacion constataron esteatosis hepatica
y concentraciones incrementadas de transaminasas en el suero de ratas con

obesidad inducida por GMS?’.

El incremento significativo de los niveles de colesterol, TAG, nitratos y nitritos y de
los indices TyG y HOMA-IR, junto a la disminucién de la glucosa en sangre en todos
los grupos de 20 dias de gestacion con respecto a los grupos de 11,5 dias de
gestacion, sugieren cambios metabdlicos propios de la gestacion. Elincremento en
la concentracion de GSH, SOD, CAT, MDA y PAOP en el tejido adiposo de todos
los grupos de 20 dias de gestacion con respecto a los grupos de 11,5 dias de

gestacion son atribuibles a las adaptaciones metabdlicas durante la prefiez’8-80,

Las ratas obesas tuvieron menor indice de fertilidad. Campos y colaboradores?!3>
también encontraron reduccion de la fertilidad en ratas con obesidad inducida por
GMS. El nimero de cuerpos lateos disminuyd en las ratas obesas, lo que evidencia
una reduccién en el numero de ovocitos liberados durante el proceso de ovulacion.
Gaspar y colaboradores!®® encontraron disminucién del nimero de ovocitos
liberados al momento de la ovulacion (fase estro) en ratas obesas por GMS.
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Ademas, este estudio mostro un desarrollo folicular alterado en los ovarios de ratas
con obesidad inducida por GMS, dado por incremento del nimero de foliculos

atrésicos, de quistes foliculares y de foliculos primordiales®3 (Tabla 12).

En esta investigacion hubo menor cantidad de ovocitos maduros fertilizados y de
embriones implantados con la consiguiente reduccion en la descendencia de las
ratas obesas. Un grupo de investigadores encontré disminucion de la descendencia
en un modelo de obesidad inducida por GMS por via bucal en un estudio previo a

estel48 (Tabla 12).

El defecto en la fertiidad constatado en este estudio (Tabla 12) en ratas con
obesidad inducida por GMS se origina en el sistema nervioso central. La inyeccion
neonatal por GMS elimina neuronas que expresan  neurokinina
B/kisspeptina/dinorfina en el nicleo arqueado, las cuales regulan la secrecion
pulsatil de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) al nivel de la eminencia
media hipotalamica®®*. La pérdida de la actividad pulsati de GnRH provoca
disminucion de la sintesis y secrecién de gonadotropinas hipofisiarias [hormona
luteinizante (LH) y hormona foliculo-estimulante], especialmente de LH. Lo anterior
conduce a disminuciéon en la sintesis de estrdgenos y progesterona, menor
produccion de ovocitos en los ovarios y alteraciones en el proceso de

owvulaciont41:148.154,

La leptina a nivel del hipotalamo constituye una sefial necesaria para la expresiéon
y liberaciéon del neuropéptido kisspeptina, el cual regula la secrecion pulsatil de
GnRH. Se han detectado en periodos de inanicion o restriccion calérica bajos
niveles de ARN mensajero de leptina y kisspeptina. Es caracteristico que en
humanos obesos exista resistencia a la leptina. Como consecuencia puede
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observarse alteracion de la funcion del eje reproductivo (hipotalamo-hipofisis-
gonadal) debido a disminucion en la sintesis y secrecion de kisspeptina, GnRH y

LH respectivamente155.156,

La resistencia a la insulina en humanos trae como consecuencia disminucion en la
produccion hepatica de la globulina fijadora de hormonas esteroideas. La reduccion
en los niveles plasmaticos de esta proteina conduce a hiperandrogenemia,
incremento de la aromatizacion periférica de andrégenos en el tejido adiposoy a la
consiguiente elevacion de estrogenos libres circulantes. EIl incremento de los
estrégenos, mediante perpetuacién del mecanismo de retroaccion negativa, resulta

en disminucion de GnRH hipotalamica y de las gonadotropinas hipofisiarias®®’.

La disfuncién hormonal podria causar falla en la implantacion del embrién, lo cual
explicaria el incremento en las pérdidas preimplantacion encontrado en las ratas
obesas de 11,5 dias (Tabla 12). Durante la fase luteinica (Diestro) se produce
incremento gradual en las concentraciones de progesterona producida por el
cuerpo lateo. Mas tarde hay un aumento en los estrégenos. Estas hormonas
inducen cambios sobre el endometrio que posibilitan la implantacién vy
mantenimiento del embrién!®8, La ocurrencia de apoptosis de una masa grande de
células del blastocisto también pudiera provocar falla en la implantacion o la pérdida
total del embrién>® debido posiblemente a un ambiente hiperlipémico. En las ratas
obesas con 20 dias de gestacion, a pesar de mostrar una disminucién en el nUmero
de cuerpos liteos, los que se desarrollaron fueron suficientes para garantizar la
implantacion embrionaria y que la disfuncion hormonal haya sido menos severa en

estos animales.
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El posible incremento de los AGNE en la circulacion de las ratas obesas?6:97:99.100
también podria contribuir a alteracion en la funcion reproductiva. Ha sido
demostrado que el aumento de los AGNE modifica la composicién del fluido
folicular lo que provoca alteracion del desarrollo de los foliculo y de la maduracién
del ovocito y del desarrollo del embrién en sus primeros estadios de la etapa

prenatallo,

Los embriones de las ratas obesas presentaron menor longitud corporal, nimero
de somitas y mas bajo contenido de ADN y proteinas (Figura 21). Ademas la
proporcién de embriones retrasados fue mayor en el grupo de las obesas (Tabla
13). Los fetos de las ratas obesas tuvieron menor peso y didmetro craneano
anteroposterior (Tabla 16). Otros investigadores han encontrado resultados
similares con otros modelos de obesidad?6?’. El crecimiento intrauterino en
mamiferos depende del suministro de nutrientes desde la madre hacia el producto
de la concepciont®l, por lo que la disminucion en el crecimiento de la descendencia
en las ratas obesas podria deberse, en parte, a la diminucion de la ingesta
alimenticia y energética que muestran estos animales. Lo anterior lleva a reduccién
en la ganancia de peso durante la gestacién. Se ha demostrado que una mayor
ingesta caldrica ocasiona mayor ganancia de pesol®l, Los nutrientes consumidos
por las obesas podrian ser dirigidos a sustentar el metabolismo materno mas que

el crecimiento fetal lo cual también limita la ganancia de peso gestacionall?,

Otro aspecto que pudiera incidir en el menor crecimiento de la descendencia de las
madres obesas es la ocurrencia de apoptosis de un niumero limitado de células del
blastocito lo cual produce retardo del crecimiento!®. La hiperlipemia materna

pudiera inducir la apoptosis’.
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Por otro lado, el exceso de glucocorticoides maternos, lo cual es caracteristico de
este modelo, reduce el suministro de aminoécidos y glucosa hacia el embrién o
feto. Los glucocorticoides incrementan la expresion de la proteina 1 regulada por el
desarrollo y la respuesta al dafio al ADN (Reddl) al nivel placentario, la cual
disminuye la expresién de transportadores de nutrientes (glucosa o aminoacidos) o
pudiera bloquear el translado de transportadores de nutrientes hacia la membrana
plasmatica. En el caso de los transportadores de aminoacidos (Sistema A que
transporta aminoacidos neutros), Redd1 suprime la sefializacion mediada por la via
de la proteina blanco de la rapamicina (MTOR)-PKB e inhibe la sintesis de los
mismos161.163 | a exposicion a exceso de glucocorticoides también conduce a
desarrollo anormal del tejido trofoblastico y altera la funcién placentaria lo que

puede contribuir a disminuir el crecimiento del producto64,

Los embriones retrasados presentaron longitud corporal, nimero de somitas,
contenido de ADN y proteinas superiores a los malformados, pero inferiores a los
embriones normales (Figura 4). Este resultado confirma lo acertado de la
clasificacion de los embriones empleada en esta investigacion. En investigaciones
con ratas diabéticas, algunos autores incluian a los embriones retrasados dentro

del grupo de los malformados?1:165-169,

La presencia de malformaciones en los embriones se asocié a menor talla y nUmero
de somitas (Tabla 14). El desarrollo embrionario es un proceso de crecimiento y de
aumento de la complejidad de las estructuras y funciones. La complejidad se
consigue durante el proceso de morfogénesis y de la diferenciacion celular. En el

desarrollo temprano el encéfalo embrionario crece mas rapido que las porciones
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caudales y constituye los dos tercios craneales del embrion. Una anomalia en esta

region retrasara el crecimiento y desarrollo del concepto!?°.

El porcentaje de embriones retrasados y malformados fue significativamente
superior en la descendencia de ratas obesas, predominando en los Ultimos los DTN
(Tablas 13y 15). Por otro lado, el porcentaje de muertes fetales fue mayor en las
camadas de las obesas (Tabla 12). Estos hallazgos coinciden con lo que se ha
descrito en humanos81115-17.19 Se conoce que existe fuerte asociaciéon entre las
anomalias congénitas y el riesgo de muerte fetal 811, Estos resultados demostrarian

el efecto teratogénico de la obesidad materna.

En la descendencia de las ratas obesas con 20 dias de prefiez no se encontraron
fetos con DTN ni con malformaciones cardiacas que han sido reportados como
defectos frecuentes asociados a la obesidad materna>-1°, El andlisis de las dos
etapas del desarrollo prenatal hace suponer que los embriones con DTN no
sobreviven. Ha sido demostrado que los embriones malformados mueren y son

completamente reabsorbidos hacia el dia 12,5 de la gestacion®é.

Con relacion a las malformaciones cardiacas pudieran ser la causa del incremento
de las muertes fetales en la descendencia de las obesas. Se conoce que cuando
ocurre migracion defectuosa de células de las crestas neurales hacia el corazon,
estos animales mueren hacia el dia 16,5 de la gestacion®. Otra posible explicacion
pudiera ser que la magnitud de la inhibicién de la expresion de un gen determinado

fuera suficiente para inducir DTN pero no las malformaciones cardiacas®®.

El modelo de obesidad empleado en esta investigacion es obtenido mediante la
administracion de una sustancia quimica: el GMS. Este compuesto es inyectado en

periodo neonatal y se elimina rapidamente de la circulacién. Tras la administracion
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subcutanea del GMS en roedores se produce un pico de concentracion (40mM) de
glutamato en el plasma a los 15 minutos y a las tres horas se constatan niveles
cercanos a los basales (por debajo de 1mM)171172 En |a adultez, al momento de la
concepcion, no hay exposicion a dicha sustancia. Tampoco se tiene referencia de
que el GMS induzca malformaciones congénitas, por lo cual, estas serian

consecuencia de la obesidad y no por la administracion del GMS.

La causa del riesgo incrementado de malformaciones en la descendencia de
madres obesas no estd audn dilucidado. Las ratas obesas con embriones
malformados presentaron menores niveles de GSH (Figura 2) y se encontro
correlacion entre la disminucién en los niveles de GSH maternos y la presencia de
malformaciones. Ademas se observd mayor concentracion de PAOP en los
embriones de las ratas obesas, especialmente en los alterados (retrasados y
malformados) (Figura 5). Estos hallazgos sugieren que el estrés oxidativo,
probablemente inducido por un ambiente hiperlipémico’4, podria constituir un factor

patogénico subyacente en la aparicion de malformaciones congénitas.

En un trabajo realizado por nuestro grupo con mujeres sobrepeso y obesas, se
encontrd que las mujeres con hijos malformados presentaron concentraciones
disminuidas de GSH’3. En este estudio se ha obtenido un resultado similar. El
GSH es el principal antioxidante enddégeno y es esencial para la eliminacién de
ERO®, El GSH materno pudiera atravesar la placenta, contribuyendo a la
eliminacion de ERO a nivel del embridn o regular vias de sefalizacion especificas.
Jauniaux E vy colaboradores!’# demostraron presencia de GSH en el fluido celémico
(considerado un ultrafiltrado del plasma materno) pero no en el fluido amniético

durante el primer trimestre de la gestacion humana. Lo anterior indica que
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probablemente esta molécula antioxidante actie a nivel de la interfase materno-

fetal.

El GSH regula la actividad de factores de transcripcion sensibles al estado redox,
como NF-kB y la proteina activadora 1, activAndose vias de sefializacién
especificas relacionadas con la proliferacion y diferenciacion celulares durante la
organogénesis. Durante este periodo se requiere una elevada razén glutatién
reducido/glutation oxidado®®. La disminucién de los niveles de GSH conduciria a

alteracion en la organogénesis y aparicion de malformaciones.

La disminucién de los niveles de GSH se correlaciona con bajos niveles de histona
H3 glutationilada, lo que conduce a menor expresion génica. La glutationilacion de
la histona H3 desestabiliza la estructura del nucleosoma, haciendo a la cromatina
mas laxa lo que favorece la transcripcion génica. Dentro de los genes afectados se
encuentran aquellos cuyos productos participan en el proceso de replicacion del
ADN. La concentracion reducida de GSH disminuye la sintesis de ADN, lo que

pudiera influir negativamente sobre el desarrollo embrionariol’®.

La hipertriacilglicerolemia constituye la alteracion metabdlica principal en ratas con
obesidad inducida por GMS?’. Esta investigacion lo ha corroborado. Este podria ser
el posible sustrato metabodlico causante de la teratogénesis inducida por la
obesidad. Se ha encontrado, en humanos, correlacién positiva entre niveles
incrementados de TAG y la aparicion de DTN’6. Otra investigacion mostré
correlacion entre los niveles incrementados de TAG y mayor riesgo de
malformaciones congénitas mayores no sindromicas, incluyendo anomalias
cardiovasculares!’’. Un posible mecanismo bioquimico para la teratogénesis
inducida por la obesidad se propone a continuacion.
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Los niveles de AGNE en el embrion son dependientes de las concentraciones de
estos en la circulaciéon materna. La lipasa de lipoproteina placentaria genera estos
AGNE a partir de los TAG contenidos en las lipoproteinas maternas!31/6, Se ha
encontrado incremento en la expresion de proteinas transportadoras de acidos
grasos al nivel de la placenta en modelos animales de obesidad!’8. El incremento
de la concentracion de TAG en la madre resulta en aumento del fluo de AGNE

hacia el embrion13.176,

Los DTN y malformaciones cardiacas (defectos septales) estdn asociados a la
apoptosis de una masa critica de células progenitoras (células de las crestas
neurales) durante la formacién del 6rgano dafiado. La insuficiente expresion de
genes que regulan la viabilidad de estas células progenitoras es la causa de esta
muerte celular programada®*17°. Los AGNE, especialmente los poliinsaturados de
cadena larga, y sus metabolitos derivados (ej: ceramidas, DAG) inducen apoptosis

en varios tipos celulares’.

El efecto pro-apoptotico de los AGNE o sus derivados en embriones de ratas
obesas pudiera estar mediado por incremento en la generacion de ERO o
directamente por la activacion de JNK o isoformas de la PKC (a, B2, §)3:5-7.74.75.176,
Se conoce que la activacion de estas seriltreonil proteinas kinasas estimula vias
de sefializacion que conducen a la apoptosis de células de las crestas neurales y a

la aparicion de DTN, defectos cardiacos o ambos*417°,

Las ERO inhiben la expresion de genes que previenen la apoptosis de células de
las crestas neurales, como PAX 38, Existe un nimero critico de células cardiacas
de las crestas neurales y de células progenitoras del neuroepitelio. Sien las células
cardiacas la inhibiciéon de PAX3 esta por debajo del nivel critico de viabilidad no
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ocurriran malformaciones congénitas de este sistema, pero si un defecto de cierre
del tubo neural®s. Lo anterior pudiera explicar por qué se han detectados DTN y no

malformaciones cardiacas en este estudio.

El acido araquidénico es un acido poliinsaturado de cadena larga. Es obtenido a
partir de los fosfolipidos de las membranas celulares por accién de la fosfolipasa
Az. Este acido graso es convertido en la prostaglandina E2via ciclooxigenasa 2. La
prostaglandina E:2 tiene efecto citoprotector. En presencia de ERO el acido
araquidonico es transformado en isoprostanos semejantes a la prostaglandina Ez,
los cuales son citotdxicos. Esto ocurre por una via no mediada por la ciclooxigenasa
2. En embriones malformados se ha encontrado disminucion de la actividad y
expresion de la ciclooxigenasa 2 con reduccién de los niveles de prostaglandina E2

e incremento de los isoprostanos semejantes a la prostaglandina E2179.

La obesidad es un estado inflamatorio crénico de bajo grado®2, Las citokinas
maternas pueden atravesar la placenta e inducir la formacion de citokinas en el
embrién. El predominio de citokinas proinflamatorias en el producto de la
concepcion puede alterar la organogénesis, especialmente a nivel del sistema
nervioso central. Las citokinas proinflamatorias incrementan la produccién de ERO,
las cuales causan malformaciones congénitas®. Dos estudios mostraron
incremento de la expresién de citokinas proinflamatorias en etapa adulta de
roedores tratados con GMS neonatalmente'®1182, Se ha constatado aumento de los
niveles séricos de citokinas proinflamatorias durante los tres trimestres de la

gestacion en mujeres obesas!ss,

Otra posible explicacion al incremento del porcentaje de embriones malformados
en las ratas obesas pudiera ser que los requerimientos nutricionales de las obesas
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sean diferentes a los de las controles. En las primeras pudiera haber déficit de
micronutrientes. La deficiencia de Zn o folatos se ha relacionado con la aparicién

de malformaciones del sistema nervioso central o del sistema cardiovascularl84185,

Un estudio mostré que la suplementacién con Zn durante la gestacién disminuy6 el
estrés oxidativo y la apoptosis de células cardiacas en embriones de ratas
diabéticas. El Zn actla como cofactor de algunas enzimas antioxidantes como
SOD. Este oligoelemento pudiera inducir la sintesis de metalotioneina, proteina
antioxidante que contribuye a eliminar ERO. Ademas, se ha encontrado que el Zn
protege de la oxidacion a grupos sulfhidrilos, disminuye los niveles de hierro y

bloguea las reacciones catalizadas por el hierro que generan radicales libres186.

Se ha encontrado disminucién de los niveles sanguineos de folatos en mujeres
gestadas obesas, incluso a pesar de haber sido suplementadas durante el
embarazo*?187, El acido félico actia como cofactor en la sintesis de nucleétidos
(precursores de los acidos nucleicos)'®>188 | a disfuncién en el metabolismo del
acido félico induce cambios epigenéticos (modificacién en la remodelacion de la
cromatina, hipometilacion de genes) produciéndose alteracion en la expresion de
genes durante el desarrollo!8>188 Ha sido demostrado la prevencion o disminucién
de los DTN con la suplementacién con acido félico tanto en humanos como en

modelos animales167.168,189

Las concentraciones reducidas de selenio han sido relacionadas con la aparicion
de DTN. La deficiencia de selenio afecta la capacidad antioxidante ya que este
micronutriente interviene en la sintesis de enzimas como la glutation peroxidasa y

la tiorredoxina reductasal®.
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A pesar de los hallazgos encontrados en este trabajo, se necesita de
investigaciones posteriores que aporten mas informacion para esclarecer el posible
mecanismo de la teratogénesis asociada a la obesidad, y ayuden a entender la

implicacion del estrés oxidativo.

Los porcentajes de anomalias esqueléticas y viscerales del grupo control estan
dentro del rango reportado en la literatura en ratas Wistar139.191-194(Tablas 17y 19).
El periodo fetal en las ratas es muy corto. Posnatalmente ocurre una remodelacion
de los sistemas de 6rganos, por lo que hay anomalias encontradas en los fetos que
desaparecen posteriormente!18.19  Estas son consideradas variaciones, o sea,
cambios estructurales que ocurren en la poblacion bajo investigacion que
probablemente no afecten la supervivencia de la especie®61181% Todavia existen
anomalias detectadas en fetos a término (en ratas con 20 o 21 dias de prefiez) que
no se conoce las consecuencias posnatales de su presencia pues no han sido

sistematicamente estudiadas!18195,

El sistema esquelético no escapa al proceso de remodelacion. La osificacion
incompleta de los huesos del craneo, especificamente el supraoccipital e
interparietal fueron las anomalias esqueléticas més frecuentes en los controles en
esta investigacion (Tabla 17). Son resultados de un retardo en el proceso de

osificaciény desaparecen después del nacimientol,

Se ha demostrado que las costillas arqueadas, una de las anomalias observada en
los controles en esta investigacion, se deben a un retardo en la osificacion o
mineralizacion del hueso (Tabla 18). La fuerza ejercida por la contraccion de los
musculos en desarrollo sobre las costillas inmaduras provoca alteracion de su
forma. Esta anomalia esquelética no esta presente en las crias al momento del
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destete. En los huesos del craneo debido a la escasa musculatura que los rodea,
el retardo en la osificacion del hueso no lo deformal®. Las anomalias de los centros
vertebrales (Tabla 18) también desaparecen posnatalmente, pero mas tardiamente

gue las costillas arqueadas!®®.

El uréter acodado o en forma de “S” fue la anomalia visceral mas frecuente en el
grupo control (Tabla 19). Las anomalias del tracto genitourinario son frecuentes en
las ratas Wistar controles y son variaciones transitorias. Acorde con la literatura,
aproximadamente un 20 % de los fetos de ratas Wistar controles presentan este

tipo de anomalia visceral'®®, Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado.

El proceso de remodelacion de los sistemas de 6rganos pudiera haberse iniciado
desde la etapa fetal en la descendencia de las ratas obesas, lo cual explicaria la
menor frecuencia de anomalias esqueléticas y viscerales detectadas en los fetos
de las ratas con obesidad inducida por GMS (Tablas 17, 18 y 19). Este efecto
pudiera deberse a incremento de los glucocorticoides maternos, los que se sabe

son determinantes para la maduracion de los érganos fetales°7:198,

Normalmente durante la etapa fetal se incrementan considerablemente los niveles
de cortisol en elfeto. Un tercio de los glucocorticoides en sangre fetal son obtenidos
por transferencia placentaria a partir de la madre®”19, La sobreexposicion a
glucocorticoides de los fetos de las ratas obesas durante la prefiez aceleraria el

proceso de remodelacién y maduraciéon de los sistemas de 6rganos de estos fetos.

Los fenotipos placentarios asociados a la obesidad, que incluyen el tamafio, la
forma, fluo sanguineo, transporte de oxigeno Yy nutrientes, no han sido
suficientemente  estudiados2199,  Por un lado la obesidad materna puede

incrementar el peso fetal y placentario relacionado posiblemente con un area de
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superficie de intercambio incrementada, asi como con un aumento en la expresion
y actividad de transportadores de glucosa y aminoacidos. Lo anterior se asocia a

macrosomia fetall62.199,

Se han encontrado placentas grandes y peso fetal reducido con disminucion de la
eficiencia placentaria en la obesidad (fenotipo del crecimiento intrauterino
retardado). En este caso el area de superficie de intercambio esta reducida con
aumento del espesorl®21%°, [ a no modificacion del peso fetal y de la placenta
también se ha observado en la obesidad, constatandose incluso disminucion de la

expresion de transportadores de nutrientes (glucosa, aminoacidos) placentarios®®.

Ha sido demostrado que el exceso de glucocorticoides maternos reduce la
densidad de vasos sanguineos placentarios y como resultado el peso de las
placentas es menorl®l, En este modelo de obesidad pudiera ademas producirse
acumulacion de lipidos en la placenta que incrementaria el peso de esta. En un
estudio realizado con placentas de mujeres obesas se constatd incremento en el
contenido de lipidos2®, La consecuencia de que hayan ocurrido ambos eventos
pudiera explicar el que no se hayan encontrado diferencias con relacion al peso e
indice placentario entre obesas y controles (Tabla 20). Esto hace evidente la

importancia de los estudios microscopicos.

Las placentas de ratas obesas mostraron mayores niveles de PAOP (Tabla 20). En
la obesidad se incrementa la captacion de AGNE por la placenta, los que estimulan
la produccion de anidn superéxido. A nivel de la placenta se produce oxido nitrico,
el cual contribuye al desarrollo placentario, a la angiogénesis y la vasodilatacion a
niveles normales. El oOxido nitrico en combinacion con el exceso de anion
superéxido generaria peroxinitrito, produciéndose dafio oxidativo a proteinas
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placentarias?®l. Algunos estudios realizados con placentas de mujeres obesas han
constatado estrés oxidativo a este nivel*1200202, E| dafio oxidativo a proteinas
pudiera también contribuir a una posible disminucion de la actividad de

transportadores de glucosa y aminoacidos en este modelo de obesidad.

Se plantea que el estrés oxidativo materno y placentario inducido por la obesidad
pudiera producir cambios epigenéticos. Estas modificaciones epigenéticas
pudieran estar relacionadas con la programacion intrauterina de enfermedades de
aparicion en la adultez como la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2201, Un estudio
mostré que mas del 90 % de la descendencia de ratas inyectadas neonatalmente

con GMS desarrollaron obesidad cuando son adultos3>.

Por otra parte el estrés oxidativo constatado en las ratas obesas con 20 dias de
gestacion (Tablas 10 y 11) y en sus placentas (Tabla 20) pudiera traer como
complicacion una hipertension gestacional. Se conoce que este trastorno es mas
frecuente en madres obesas que en las de peso adecuado®. El estrés oxidativo
provocaria disfuncion endotelial, caracteristica que subyace en uno de los
trastornos hipertensivos mas frecuentes en la gestacion: la preeclampsia293204, A
esto se suma que la exposicion a los glucocorticoides predispone a la preeclampsia.
Los glucocorticoides inhiben la proliferacion, migracion e invasion trofoblastica y la
transicion de epitelio a mesénquima con lo cual no ocurre una remodelacién
adecuada de las arterias espirales, evento que subyace en la patogénesis de la
preeclampsial®4. La reduccion de los niveles de albumina plasmatica en las ratas
obesas del periodo fetal también pudiera indicar la presencia de preeclampsiaZ2°®.
Este modelo de obesidad pudiera reproducir esta complicacion lo cual podria

explorarse en futuras investigaciones.
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Como puede deducirse de todo lo anterior la obesidad es un fenbmeno complejo,
determinado por muchos factores conocidos y posiblemente otros que aun no se
conocen. Esta investigacion hace una contribucién al conocimiento de este
problema y plantea nuevas preguntas cuya solucion llevara a un mayor grado de

conocimiento sobre este importante problema de salud del siglo XXI.
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CONCLUSIONES

1. Elesquema de administracion del glutamato monosodico seleccionado permitio
la obtencion de forma eficiente de animales con la condicién objeto de estudio: la

obesidad.

2. La obesidad pregestacional con acumulo de grasa visceral alter6 el
metabolismo lipidico y generé estrés oxidativo en las ratas gestadas y sus

placentas.

3. La presencia de anomalias congénitas en los embriones de ratas obesas se
asocio6 a deterioro de la capacidad antioxidante celular materna, lo cual sugiere que
sefales relacionadas con el estado redox celular estén implicadas en la génesis de

las malformaciones.

4. La obesidad inducida por glutamato monosodico influyd negativamente la
capacidad reproductora de las ratas, lo que pudiera deberse al efecto combinado
de la lesién hipotaldmica inducida por el glutamato monosaddico y las alteraciones

metabdlicas propias de la obesidad.

5. La obesidad pregestacional ejercié un efecto perjudicial sobre el desarrollo
prenatal de la descendencia de ratas con obesidad inducida por glutamato

monosaodico.
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RECOMENDACIONES

1. Emplear el modelo de obesidad inducida por glutamato monosodico en ratas
en la evaluacion de estrategias terapéuticas encaminadas a prevenir
complicaciones asociadas a modificaciones en el ambiente redox como

consecuencia de la obesidad pregestacional.

2. Aplicar la metodologia para la evaluacion del desarrollo embrionario, fetal y
placentario utilizada en este trabajo en futuras investigaciones con ratas Wistar

gestadas.

3. Profundizar en el estudio de la placenta con este modelo de obesidad.

4. Realizar estudios bioquimicos y estructurales en embriones cultivados en
medio hiperlipémico, lo cual contribuird a esclarecer la causa de las malformaciones

inducidas por la obesidad y el papel del estrés oxidativo.

5. Determinar marcadores inflamatorios, cortisol, acidos grasos y oligoelementos
enla circulacién materna, del embriony el feto para evaluar la contribucion de estos
a la aparicién de malformaciones congénitas en la obesidad pregestacional y a

otras complicaciones en la descendencia.

6. Determinar gonadotropinas en sangre materna después de la aplicacién del
GMS y durante la gestacion para dilucidar si las fallas reproductoras son debidas a
un efecto de la obesidad o a dafios causados por el GMS en las células

hipotaldmicas productoras de hormona liberadora de gonadotropinas.
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ANEXO 1
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Figura 1. Modelo de regulacion del balance energético (modificado de: Roh E. 2016)%.
El cerebro integra mlltiples sefales aferentes metabdlicas tales como nutrientes,
hormonas derivadas del tracto gastrointestinal [grelina, péptido 1 semejante al
glucagén (GLP-1), colecistoquinina (CKK) y péptido YY), y sefiales relacionadas con
la adiposidad (leptina e insulina) para regular la ingesta de alimento y el gasto
energético. Neuronas productoras de pro-opiomelanocortina (POMC) y neuronas
productoras de neuropéptido Y (NPY)/ péptido relacionado con Agouti (AgRP) en el
nicleo arqueado hipotalamico (ARC) sensan el estado energético del cuerpo y
proyectan hacia otros nucleos hipotalamicos, incluyendo el paraventricular (PVN)
donde se localizan las neuronas de segundo orden y el lateral (ho mostrado). Estos, a
su vez, proyectan hacia el nicleo del tracto solitario (NTS) en el tronco encefalico. El
NTS responde a sefiales de saciedad procedentes del hipotalamo o que llegan
directamente, activando la conexion aferente vagal para reducir la ingesta alimenticia.
El area preoptica (POA) en el hipotalamo recibe sefiales sensoriales térmicas por
exposicién al frio y activa la via POA-hipotalamo dorsomedial (DMN)-palido del rafe
rostral (rRPa) y promueve la termogénesis en el tejido adiposo pardo. El rRPa contiene
neuronas simpaticas premotoras que transmiten sefiales que activan la termogénesis
en el tejido adiposo blanco incrementandose el gasto energético.
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ANEXO 2
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Figura 2. Generacién de especies reactivas del oxigeno (modificadode: Kalyanaraman
B. 2013)®>. NOS: 6xido nitrico sintetasa. SOD: superoxido dismutasa. MPO:
mieloperoxidasa. AGPI: acidos grasos poliinsaturados de cadena larga. MDA:
malonildialdehido. 4-HNE: 4- hidroxinonenal.
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ANEXO 3
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Figura 3. Antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (modificado de: Kalyanaraman
B. 2013)%. A: sistemas antioxidantes enzimaticos. B: antioxidantes no enzimaticos de
bajo peso molecular. GR: glutation reductasa. GPx: glutation peroxidasa. SOD:

superoxido dismutasa. CAT: catalasa. PR: peroxirredoxina.

Trx: tiorredoxina.
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ANEXO 4
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Figura 4. Oxidacion y nitracién de grupos sulfihidrilos en las proteinas (-SH). GSH:
glutation reducido. GSSH: glutation oxidado. H202: peréxido de hidrégeno. *NO: 6xido
nitrico. N203: triéxido de dinitrégeno. GSNO: especie oxidada del glutatién
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ANEXO 5

(@]

N
&
= o N N)\NHZ

" -~ Guanina

G

l -OH

o
HO><N:|fJ\NH
. H N N/I\NHZ
o
8-hidroxiG
Oxidacion / \ Reduccion
H

O

O
i o
NH HN
e 2
QO o N N)\NHZ O o HN Nyl\NHZ

vy

s

8-o0xo0G Fapy-G

Figura 5. Modificaciones oxidativas mas frecuentes de la base nitrogenada guanina
(modificado de: Dizdaroglu M. 2012)"2,
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ANEXO 6

Espacio
intermembranoso AGNE

AGNE 4H* 0,

0,
0,
NADH NAD*

Matriz Succinico  Fumérico
mitocondrial

Figura 6. Produccion mitocondrial de ERO inducida por los AGNE (modificado de:
Schonfeld P. 2008)"4. MMI: membrana mitocondrial interna. AGNE: &cidos grasos no
esterificados. CoQ: coenzima Q. FMN: flavin mononucledtido. FAD: flavin adenin
dinucleétido. cit: citocromo. Cu: cobre. FeS: centro hierro-azufre. NADH: nicotin adenin
dinucleétido reducido. NAD*: nicotin adenin dinucle6tido oxidado
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ANEXO 7

Membrana plasmatica
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Figura 7. Produccion de ERO a partir de una fuente no mitocondrial (modificado de:
Schonfeld P. 2008)"4. Los AGNE activan al complejo multienzimatico NADPH oxidasa.

Se muestran las subunidades asociadas a la membrana (p22°P"x and gp91Phox) y
citosolicas (p47Phox, Rac, p40Phox, p67rhox) que forman este complejo multienzimatico.
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1 AGNE

ANEXO 8

Resistencia a la leptina
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Figura 8. Mecanismos que conducen a estrés oxidativo en la obesidad. AGNE: acidos
grasos no esterificados. PKC: proteina kinasa C, JNK: kinasa del dominio N-terminal
de la proteina c-Jun, IKK: kinasa del inhibidor del factor nuclear kappa B, RE: reticulo
endoplasmico, TNF a: factor de necrosis tumoral alfa, MCP-1: proteina 1 quimiotactica
de monocitos, IL-6: interleukina 6, GSH: glutation reducido, eNOS: 6xido nitrico sintasa
endotelial, INOS: éxido nitrico sintasa inducible, ERO: especies reactivas del oxigeno,
NADPH: nicotin adenin dinucleotido fosfato reducido.
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ANEXO 9

Figura 9. Glutamato monosédico (tomado de: Wikipedia, la enciclopedia libre). A:
Estado de agregacion: polvo cristalino de color blanquecino parecido a la sal o el
azlcar. B: estructura quimica del glutamato monosédico.
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ANEXO 10

Figura 10. Fetos procesados para deteccién de anomalias congénitas. A: Feto
procesado para andlisis esquelético. Vista lateral. Se muestra la osificacion fetal. B:
Feto conservado en solucion de Bodian para analisis visceral. C: Cortes propuestos
por Wilson (tomado de Damasceno DC. 2008)%¢. D: Representacion de los cortes de
Wilson realizados en esta investigacion. Fotos tomadas con cadmara digital (Canon)
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ANEXO 11

Figura 11. Osificacién normal con tinciéon con rojo de alizarina. A y B. Craneo. C.
Esternon. D. Costillas. E. Miembro superior. F. Cintura pélvica. G. Miembro inferior. H.
Columna vertebral. I. Claviculas. Fotos tomadas con camara digital acloplada a
estereocopio (Motic SMZ-143)
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ANEXO 12

Figura 12. Cabeza. A. Corte transversal de la boca. 1. paladar, 2: traquea, 3: canal
medular. B. Corte frontal de cavidad nasal. 1: paladar, 2: septo nasal. C. Corte frontal
del ojo. 1: paladar, 2: bulbo olfatorio, 3: cristalino, 4: retina, 5: cornea. D. Corte de
hemisferios cerebrales. 1: hemisferio cerebral, 2: diencéfalo, 3: tercer ventriculo, 4:
ventriculo lateral. Fotos tomadas con camara digital acloplada a estereocopio (Motic
SMZ-143)
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ANEXO 13

A B

Figura 13. Diafragma, térax y corazon. A. Vista inferior del diafragma. B. Vista anterior
del térax. 1: traquea, 2: timo, 3: corazon, 4: pulmén. C: Vista lateral del corazén donde
se observa las arterias adrtica y pulmonar. D. Corte longitudinal de corazon. 1:
pulmonar, 2: aorta. Fotos tomadas con caAmara digital acloplada a estereocopio (Motic
SMZ-143)
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ANEXO 14

A B

Figura 14. Abdomen. A. Visceras abdominales. 1: estbmago, 2: higado, 3: pancreas,
4: asas intestinales. B. Sistema genitourinario (macho). 1: rifiones, 2: uréter, 3: vejiga,
4: testiculo. C. Sistema genitourinario (hembra). 1: cuernos uterinos. D. Corte
transversal de rifibn. Fotos tomadas con camara digital acloplada a estereocopio (Motic
SMZ-143)

134



ANEXO 15

Figura 15. A: Reabsorcion. B: Embrion Normal. C: Embrion Retrasado, con apertura
posterior pequefia del Tubo Neural. D: Embrion Malformado con microcefalia y
apertura posterior del Tubo Neural. E y F: Embriones severamente malformados. Fotos
tomadas con camara digital (Canon) acoplada a microscopio éptico 40x.
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ANEXO 16

Figura 16. Fenotipo caracteristico de la obesidad inducida por glutamato monosédico.
A: Rata control. B: Rata obesa con glutamato monosdédico. Nétese la hiperadiposidad
central en B. Fotos tomadas con camara digital (Canon).
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ANEXO 17

D E F

Figura 17. A: cuerpos lateos gravidicos. B: cuernos uterinos gravidicos. C: reabsorcion.
D: feto vivo con su placenta. E y F: Fetos muertos. Fotos tomadas con camara digital
(Canon).
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ANEXO 18

D E F

Figura 18. Anomalias esqueléticas. A: osificacién incompleta del supraoccipital. B:
Osificacion incompleta del esternon. C: costillas arqueadas u onduladas. D: osificaion
incompleta de centros metatarsianos. E: ausencia de cuerpos vertebrales caudales. F:
osificacion incompleta de centros metacarpianos. Fotos tomadas con camara digital
acloplada a estereocopio (Motic SMZ-143)
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ANEXO 19

Figura 19. Anomalias viscerales. A y B: gastroquisis. Fotos tomadas con camara digital
(Canon). C: microftalmia. D: uréter acodado. C y D: fotos tomadas con camara digital
acloplada a estereocopio (Motic SMZ-143)
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