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“El impacto del sobrepeso materno en el metabolismo lipidico de la madre y la placenta,
y la programacion de higado graso en la descendencia de rata. Posible efecto protector
del butirato”.

Resumen:

La obesidad y el sobrepeso constituyen una creciente epidemia global. Los hijos de
madres con sobrepeso u obesidad tienen mayor predisposicion a desarrollar obesidad,
diabetes tipo 2 e higado graso. Estudios previos de nuestro laboratorio, han mostrado
anomalias hepaticas e intestinales en la descendencia de madres con sobrepeso, asociadas

con un fenotipo similar al higado graso.

En los ultimos afios ha cobrado relevancia la microbiota intestinal y su incidencia en la
homeostasis metabolica, y por ello las alteraciones en su composicion se asocian al
desarrollo de patologias metabolicas. El butirato, derivado de la fermentacion de la fibra

en el intestino, posee propiedades antiinflamatorias y mantiene la homeostasis intestinal.

En este trabajo de tesis, utilizando un modelo de sobrepeso materno en rata hemos
encontrado acumulacion lipidica y alteraciones hepaticas, incrementos en la
trigliceridemia y actividad transaminasa plasmatica, asi como incrementos en el
porcentaje de masa adiposa, tanto en las madres gestantes a término como en sus fetos.
Estos indicadores del desarrollo de higado graso persistieron en las madres post lactancia

y en las crias adultas de 140 dias alimentadas con dieta normograsa a partir del destete.

El tratamiento materno durante la gestacion y lactancia con Butirato logr6 prevenir la
mayoria de las anomalias encontradas en los fetos y la descendencia. En las madres, el
efecto del tratamiento no fue tan contundente, aunque se observaron mejorias en los

parametros en circulacion y la masa adiposa.

Nuestro trabajo no s6lo remarca la importancia del entorno materno, sino también la
posibilidad de mejorar el programa metabolico de la descendencia desde la vida

intrauterina utilizando un tratamiento materno no invasivo.

Palabras claves: Programacion intrauterina — Sobrepeso materno — Butirato — Higado —

Placenta — Metabolismo lipidico



“The impact of maternal overweight on the lipid metabolism of the mother, the placenta,
and the programming of fatty liver in the offspring from rats. Possible protective effect
of butyrate”.

Abstract:

Obesity and overweight are a growing global epidemic. Offspring of overweight or obese
mothers are more likely to develop obesity, type 2 diabetes and fatty liver disease.
Previous studies from our laboratory have shown liver and intestinal abnormalities in the
offspring of overweight mothers associated with a fatty liver-like phenotype. In recent
years, the intestinal microbiota and its impact on metabolic homeostasis has gained
relevance and, therefore, alterations in its composition are associated with the
development of metabolic pathologies. Butyrate, derived from the fermentation of fibre

in the intestine, has anti-inflammatory properties and maintains intestinal homeostasis.

In this thesis, using a rat model of maternal overweight, we have found lipid accumulation
and hepatic alterations, increases in triglyceridaemia and plasma transaminase activity, as
well as increases in the percentage of adipose mass, both in pregnant mothers at term and
in their fetuses. These indicators of fatty liver development persisted in the post-lactation
mothers and in the 140-day-old adult offspring fed a diet with normal content of fat from

weaning onwards.

Maternal treatment during gestation and lactation with butyrate prevented most of the
abnormalities found in fetuses and offspring. In the mothers, the effect of treatment was
not as strong, although improvements in circulating parameters and adipose mass were

observed.

Our work not only highlights the importance of the maternal environment, but also the
possibility of improving the metabolic programme of the offspring from intrauterine life

using a non-invasive maternal treatment.

Keywords: Intrauterine programming - Maternal overweight - Butyrate - Liver - Placenta

- Lipid metabolism - Maternal overweight - Liver - Lipid metabolism.
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ABREVIATURAS

4-HNE: 4-hidroxinonenal

ACAAZ2: acetil-CoA aciltransferasa 2

ACC: acetil-CoA carboxilasa

ACO: acil-CoA oxidasa

ACSL.: acil-CoA sintasa de cadena larga

ADN: 4cido desoxirribonucleico

AGCC: acidos grasos de cadena corta

AGL: acidos grasos libres

AHR: receptor de hidrocarburos aromaticos policiclicos
ALP: fosfatasa alcalina

ALT: alanina aminotransferasa

ANOVA: andlisis de la varianza

ARN: 4cido ribonucleico

AST: aspartato aminotransferasa

ATP: trifosfato de adenosina

BSA: seroalbumina bovina

cDNA: ADN complementario

CPT-1: palmitoil-carnitina transferasa 1

CYP4A1: citocromo P450 4A subfamilia isoforma 1
DAG: diacilglicerol

DAMP: patrones moleculares asociados a dafios
DOHabD: hipotesis de los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad
EHGNA: enfermedad del higado graso no alcohdlico
eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial

ERK-1/2: cinasas reguladas por sefiales extracelulares 1/2
FABP: proteinas de union a acidos grasos

FAS: sintasa de acidos grasos

FAT/CD36: traslocasa de acidos grasos

FATP: proteinas transportadoras de acidos grasos



FFAR2/ GPR43: receptores de acidos grasos libres 2
FFAR3/ GPRA41: receptores de acidos grasos libres 3
GLP-1: péptido 1 similar al glucagon

GLUT4: transportador de glucosa 4

GPCR: receptores acoplados a proteina G

HADHA: hidroxiacil-CoA deshidrogenasa trifuncional o
HDAC: histona deacetilasa

IL-18: interleuquina 18

IL-1P: interleuquina 1 beta

IL-6: interleuquina 6

IMC: indice de masa corporal

iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible

IP3: inositol trifosfato

JNK: c-Jun cinasa terminal

LCAD: acil-CoA deshidrogenasa de cadena larga
LCFA: acidos grasos de cadena larga

LE/LIPG: lipasa endotelial/G

LH: lipasa hepatica

LPL: lipoproteina lipasa

LPS: lipopolisacarido bacteriano

LXR-a: receptor hepatico X alfa

MAPK: proteina quinasa activada por mitégenos
MCTI1/SLCI16AT1: transportador 1 de monocarboxilatos acoplado a protones
MDA: malondialdehido

NF-«kB: factor nuclear kappa B

NLRP3: receptor tipo NOD de la familia 3 que contiene un dominio pirina
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ON:: 6xido nitrico

PAMP: patrones moleculares asociados a patdgenos

PKC: proteina cinasa C
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PLIN2: perilipina-2

PPAR-a: receptor alfa activado por proliferador de peroxisoma
PPAR-y: receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma
PYY: péptido YY

gPCR: reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

RNS: especies reactivas de nitrogeno

ROS: especies reactivas de oxigeno

SEM: error estandar medio

SMCT1/SLC5AS: transportador 1 de monocarboxilatos acoplado a sodio
SNC: sistema nervioso central

SOD2: superoxido dismutasa 2

SREBP-1c: proteina de unién a elementos reguladores de esteroles 1c
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TLR4: receptor tipo Toll 4

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa
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SOBREPESO Y OBESIDAD

El incremento de la prevalencia del sobrepeso y la obesidad es un problema de
salud publica que cobra cada vez mas relevancia a nivel mundial. La simple definicion de
obesidad como una enfermedad caracterizada por un exceso de grasa corporal no se ajusta
adecuadamente a los dafios inducidos en la salud de los individuos ni refleja los grandes
costos financieros que €sta impone a las sociedades (Buse et al., 2024; Conway and Rene,
2004; Ferreira et al., 2024). Aun asi, tanto para la Clasificacion Internacional de
Enfermedades (ICD, por sus siglas en inglés International Classification of Diseases)
como el World Obesity Atlas del 2022, publicado por la World Obesity Federation
(“World Obesity Atlas 2022, 2022), anuncian que la obesidad es una enfermedad cronica
compleja definida por una adiposidad excesiva que puede perjudicar la salud. Ademas,
en la actualizacion de marzo del 2024, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define
al sobrepeso como una afeccion que se caracteriza por una acumulacion excesiva de
grasa, y a la obesidad como una compleja enfermedad cronica que se define por una
acumulacion excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud (World Health
Organization, 2024a). Se entiende a la obesidad como un estadio mas grave de sobrepeso.
Sin embargo, y como se discutira en este trabajo, el sobrepeso es un componente de la
obesidad, la que es una condicion compleja, multifactorial, con consecuencias sobre la
salud fisica y mental, y con impacto sobre las relaciones sociales que terminan afectando

la calidad de vida de los individuos.

El método mas utilizado para medir e identificar la obesidad es el indice de masa
corporal (IMC), calculado como el peso, en kilogramos, dividido por la altura, en metros,
al cuadrado. En adultos, un IMC de >25 kg/m?* se define como sobrepeso y de >30 kg/m?
se define como obesidad, y es la medida estandar utilizada por la OMS. En el caso de los
nifios y adolescentes, se utilizan diferentes puntos de corte en funcion de la edad y el sexo,
para ajustar los cambios fisioldgicos del IMC que se observan durante el desarrollo
normal (World Health Organization, 2024a). A nivel individual, el IMC es una importante
herramienta de cribado, rapida y facil de medir en muchos entornos diferentes. También
es una medida importante para el seguimiento de la prevalencia de la obesidad a nivel de
poblacion y para su uso en estudios epidemiolédgicos. Sin embargo, la complejidad de la
obesidad no puede captarse o definirse simplemente mediante el IMC, y existen otras

medidas que permiten una evaluacion mas amplia del grado de compromiso de la salud
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debido a un mayor porcentaje de grasa corporal. Dichas evaluaciones no son faciles de
utilizar o implantar en muchos sistemas sanitarios actuales. Esto significa que, desde una
perspectiva epidemiologica, el IMC sigue siendo el mejor marcador a nivel poblacional

(“World Obesity Atlas 2022,” 2022).

En 2022, 2500 millones de adultos de 18 afios 0 més, que representaba un 43% de
la poblacion mundial, tenian sobrepeso. Esto significa un aumento con respecto a 1990,
cuando el porcentaje de adultos de 18 afios 0 mas con sobrepeso era del 25% (Esquema
1). Ademas, en 2022 mas de 890 millones, que representaba un 16% de los adultos, eran
obesos, aumentandose la prevalencia de la obesidad en todo el mundo en mas del 100%
entre 1990 y 2022 (Esquema 2). En particular, en Argentina la prevalencia de adultos
con sobrepeso era de 43,4% en 1990 y de 68,4% en 2022, mientras que la prevalencia de
adultos con obesidad era de 12,7% en 1990 y de 35,4% en 2022 (Ministerio de Salud,
2024; World Health Organization, 2024Db).
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Esquema 1: Prevalencia de adultos con sobrepeso a nivel mundial, indice de masa corporal > 25 (%) en

A) 1990 y B) 2022 (Organizacion Mundial de la Salud).
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Esquema 2: Prevalencia de adultos con obesidad a nivel mundial, indice de masa corporal > 25 (%) en A)

1990 y B) 2022 (Organizacion Mundial de la Salud).

Por otro lado, es aun mas preocupante la tasa de sobrepeso y obesidad infantil del
mundo actual. Se estima que, en 2022, 37 millones de nifios menores de 5 afios tenian
sobrepeso, y mas de 390 millones de nifios y adolescentes de 5 a 19 afios tenian sobrepeso.
La prevalencia del sobrepeso (lo que incluye la obesidad) entre los nifios y adolescentes
de 5 a 19 afios ha aumentado drasticamente, pasando del 8% en 1990 al 20% en 2022.

Este aumento ha afectado de la misma manera a nifios y nifias: en 2022, el 19% de las
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nifias y el 21% de los nifios tenian sobrepeso (World Health Organization, 2024a). Cada
aspecto adverso del entorno en que los nifios se conciben, nacen y crecen puede agravar
sus riesgos de padecer sobrepeso u obesidad y complicaciones asociadas. Los nifios
obesos 0 con sobrepeso tienden a seguir siendo obesos en la edad adulta y tienen mas
probabilidades de padecer enfermedades no transmisibles como la diabetes y las
enfermedades cardiovasculares a edades tempranas (Fernandez-Twinn et al., 2019;

Scheidl et al., 2023a).

No solo es alarmante el incremento en la prevalencia, sino también su impacto
sobre la calidad de vida de las personas que lo padecen. El sobrepeso y la obesidad son
de las enfermedades metabolicas mas prevalentes en el mundo desarrollado y constituyen
una de las causas fundamentales del incremento de la morbimortalidad. Un IMC elevado
constituye un factor de riesgo de multiples enfermedades cronicas no transmisibles como
la diabetes, la hipertension vascular, la enfermedad cerebrovascular, los trastornos del
aparato locomotor (principalmente la osteoartritis) y algunos cénceres (endometrio,
mama, ovarios, prostata, higado, vesicula biliar, rifiones y colon) (Bray, 2004; Friedman,
2004). Ademas, tienen importantes repercusiones psicoldgicas, sociales y econémicas en

las personas que las padecen.

El sobrepeso y la obesidad tienen una amplia gama de factores impulsores y
determinantes. La genética, la biologia, el acceso a la atencion sanitaria, la salud mental,
los factores socioculturales, la equidad, los alimentos ultraprocesados, la economia y los
contaminantes medioambientales son todos ellos raices de la obesidad. Estas raices
interactuan y se combinan entre si, dando lugar a las tendencias que vemos hoy en dia
(Blither, 2019; Ferreira et al., 2024; “World Obesity Atlas 2022,” 2022). Pero ademas
estd muy claro que hay una transmision vertical no genética de la susceptibilidad al
desarrollo de patologias metabdlicas como el exceso de peso, diabetes y patologias
relacionadas. Durante la vida intrauterina y el periodo postnatal temprano, los individuos
estan expuestos al entorno materno. Esta exposicion desempefia un papel crucial en la
determinacion de su metabolismo futuro, programando alteraciones metabolicas en la
descendencia y generandoles una mayor susceptibilidad a desarrollar diversas patologias

en su vida adulta (Fernandez-Twinn et al., 2019; Hufnagel et al., 2022).
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Obesidad y metabolismo

La obesidad, un fendémeno de etiologia multifactorial, resulta de la compleja
interaccion entre diversos factores, incluyendo la dieta, el estadio de desarrollo, la edad,
el ambiente, la actividad fisica y la predisposicion genética (Bliiher, 2019; Ferreira et al.,

2024).

Esta condicion estd estrechamente vinculada a la regulacion de las reservas de
energia, donde se produce una interacciéon compleja entre el sistema nervioso central
(SNC), particularmente en el hipotdlamo, y la movilizacion de las reservas de grasas
corporales (Harrold et al., 2012). En el hipotdlamo, una variedad de neuropéptidos,
neurotransmisores, insulina y leptina trabajan en conjunto para regular la ingesta, el
almacenamiento y el gasto energético, coordinando asi respuestas conductuales,

fisioldgicas y metabolicas (Harrold et al., 2012; Heindel et al., 2017).

Un factor importante para el metabolismo es la regulacion de la homeostasis de la
glucosa. La insulina, hormona proteica sintetizada en el pancreas, desempefia un papel
crucial en el metabolismo de la glucosa. En condiciones fisioldgicas de sensibilidad a la
insulina, esta hormona reduce las concentraciones circulantes de glucosa al estimular su
utilizacion en el musculo y el tejido adiposo, mientras suprime la produccion de glucosa
en el higado (Rui, 2014; Heindel et al., 2017). Cuando esta regulacion falla, y el
metabolismo no equilibra las concentraciones de la glucosa correctamente, se pueden
desarrollar patologia relacionadas a la obesidad como la intolerancia a la glucosa o la

diabetes.

En individuos con obesidad, se observa una expansion del tejido adiposo por
hiperplasia (proliferacion) e hipertrofia (aumento de tamafio por acumulacién excesiva
de lipidos) del adipocito, lo que conduce a cambios en la secrecion de adipoquinas. Los
adipocitos maduros sintetizan una serie de moléculas peptidicas conocidas como
adipoquinas, que incluyen la leptina, adiponectina, resistina, factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) e interleuquina 6 (IL-6), entre otras (Heindel et al., 2017). Estas adipoquinas
desempenan roles clave en la regulacion de la ingesta, la homeostasis energética, el
metabolismo y participan en respuestas inmunes e inflamatorias (Hotamisligil, 2017).
Esta expansion del tejido adiposo genera hipoxia y provoca la liberacion de especies

reactivas de oxigeno (ROS), lo que genera la liberacion de mas citoquinas
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proinflamatorias. Estos cambios alteran la sensibilidad periférica a la insulina,
provocando inflamacion crénica sistémica y aumentando el riesgo de aterosclerosis y
enfermedad cardiovascular (Trayhurn, 2013; Heindel et al., 2017). La resistencia a la
insulina resultante de esta condicion lleva a una incapacidad de la hormona para activar
correctamente la sintesis de glucogeno en el higado y para inhibir la gluconeogénesis, lo
que resulta en niveles elevados de glucosa en la sangre. En este estado, la glucosa no es
captada de manera eficiente por células musculares debido a la disfuncion del
transportador de glucosa 4 (GLUT4), lo que provoca hiperglucemia cronica. A largo
plazo, esta situacion puede afectar al pancreas, disminuyendo su capacidad de secretar
insulina, y acelerando el desarrollo de la diabetes tipo 2. Ademads, factores genéticos,
dietéticos y ambientales exacerban este deterioro metabdlico, contribuyendo a la
aparicion de complicaciones hepaticas y metabolicas a nivel sistémico (Rui, 2014;

Heindel et al., 2017).

Obesidad e inflamacién

La obesidad, acompafiada de un incremento progresivo del nimero y tamafio de
los adipocitos, genera hipoxia en el tejido adiposo debido a la limitada vascularizacion.
Esto provoca la activacion de células inmunes residentes, especialmente macréfagos, que
secretan citoquinas proinflamatorias, tal como IL-13, TNF-a e IL-6, promoviendo un
ambiente proinflamatorio tanto local como sistémico (Virtue and Vidal-Puig, 2010;
Odegaard and Chawla, 2011; Kalupahana et al., 2012; Hotamisligil, 2017). Este ambiente
se amplifica a través de la liberacion de ROS, lo que genera dafio oxidativo en proteinas,
lipidos y carbohidratos (Pararasa et al., 2015). Este proceso de inflamacion cronica puede
resultar en enfermedades metabolicas como la resistencia a la insulina, diabetes tipo 2,

enfermedades cardiovasculares, higado graso, entre otras.

En contextos de inflamacion, el 6xido nitrico (ON) desempefia un papel central.
Bajo condiciones fisiologicas, el ON producido por la 6xido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) actia como un regulador homeostatico, favoreciendo la vasodilatacion y
mejorando la sensibilidad a la insulina. Sin embargo, en estados de obesidad e
inflamacion crénica, se reduce la actividad de eNOS y aumenta la de la 6xido nitrico

sintasa inducible (iNOS), que genera grandes cantidades de ON en respuesta a estimulos
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proinflamatorios. Este exceso promueve la formacion de especies reactivas de nitrogeno
(RNS), como el peroxinitrito, que incrementan el dafio oxidativo. Entre los mecanismos
de dafio mas relevantes se encuentra la lipoperoxidacion, un proceso mediante el cual los
radicales libres oxidan acidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares,
generando productos toxicos como el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-
HNE), los cuales alteran la integridad de las membranas y contribuyen a la disfuncion

endotelial y al deterioro progresivo del entorno metabolico (Hotamisligil, 2017).

El factor nuclear kappa B (NF-kB) es otro componente clave en la respuesta
inflamatoria que actua como un sensor del estado redox celular. Activado por las
citoquinas y ROS, NF-«B regula la expresion de genes relacionados con la inflamacion,
incluyendo iNOS, perpetuando asi un ciclo de inflamacion cronica y estrés oxidativo en
el tejido adiposo (Marseglia et al., 2014). Esta situacion empeora la resistencia a la
insulina, ya que las ROS y RNS resultantes de la disfuncion mitocondrial inhiben la
sefializacion normal de la insulina en los tejidos periféricos (Marseglia et al., 2014;

Pararasa et al., 2015; Pérez et al., 2016).

Este estado proinflamatorio y prooxidante se caracteriza por un aumento en los
lipidos depositados y circulantes, asi como por un incremento en la concentracion de
citoquinas proinflamatorias y ROS, que a su vez inducen la oxidacion de lipidos, proteinas
y carbohidratos, y la peroxidacion lipidica. Esta ultima implica la participacion de
diversas ROS y sus subproductos, que sirven como marcadores de dafio por estrés

oxidativo (Bondia-Pons et al., 2012; Marseglia et al., 2014).

A medida que los adipocitos alcanzan su capacidad maxima de almacenamiento,
los lipidos se acumulan de forma ectdpica en la periferia de tejidos no adiposos como el
higado, el corazon, el musculo y de manera perivascular, lo que promueve la resistencia
a la insulina y el estrés oxidativo en estos organos (Guo, 2014). En resumen, la
inflamacién y el estrés oxidativo perpetuados por la activacion de NF-xB y la
sobreproduccion de ON contribuyen a la patogénesis de complicaciones metabdlicas,
como la enfermedad hepatica grasa no alcoholica (EHGNA) y la disfuncion endotelial

(Marseglia et al., 2014).
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Obesidad y gestacion

El embarazo y la lactancia son estados metabolicamente exigentes, donde la
glucosa materna es una fuente crucial de energia para el crecimiento fetal y la produccion
de leche durante la lactancia. Por consiguiente, se producen adaptaciones significativas
en los sistemas que regulan la homeostasis de la glucosa para satisfacer esta mayor
demanda. Como parte de estos cambios, los niveles de insulina se encuentran elevados
durante el embarazo y disminuidos durante la lactancia (Ladyman and Brooks, 2021).

En particular, durante la primera mitad del embarazo, el aumento de estrogeno y
progesterona estimula la proliferacion de las células 3 pancreaticas, lo que resulta en un
incremento en la secrecion de insulina. Esta respuesta hormonal también promueve la
acumulacion de lipidos en los tejidos periféricos al inhibir la lipdlisis (Chavan-Gautam et
al., 2018; Bandres-Meriz et al., 2023). Paralelamente, se observa un aumento en la
acumulacion de grasa en el cuerpo materno, evidenciado tanto en mujeres como en
modelos experimentales. Esta acumulacion de reservas grasas es el resultado de la
hiperfagia y la mayor sintesis de lipidos por parte del tejido adiposo, debido a una mayor
sensibilidad a la insulina (Herrera et al., 2006; Chavan-Gautam et al., 2018).

A medida que avanza la gestacion, hacia la segunda mitad del embarazo, se
produce un incremento en las hormonas prolactina y cortisol, lo que desencadena una
resistencia a la insulina fisiologica. Este cambio endocrino impulsa el catabolismo
lipidico, facilitando la liberacion de acidos grasos y cuerpos cetonicos en la circulacion,
que llegan a la placenta para garantizar la disponibilidad de nutrientes esenciales para el
crecimiento y desarrollo fetal (Herrera et al., 2006). Se observa una disminucion en la
actividad de la lipoproteina lipasa (LPL) en el tejido adiposo, lo que reduce la
incorporacion de triglicéridos desde la circulacion. Al mismo tiempo, se incrementa la
actividad lipolitica del adipocito, liberando 4cidos grasos no esterificados y glicerol en la
circulacion. Estas moléculas son captadas por el higado, donde pueden ser re-esterificadas
a triglicéridos y liberadas como parte de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).
Los triglicéridos de las VLDL son hidrolizados en la membrana del trofoblasto, y los
acidos grasos liberados son transportados hacia la placenta (Herrera and Ortega-
Senovilla, 2014; Lewis and Desoye, 2017; Duttaroy and Basak, 2022). Una fraccion de
los 4cidos grasos captados por el higado es oxidada en los hepatocitos para proporcionar

energia metabdlica y producir cuerpos cetonicos, que son liberados y captados por la
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placenta. Estos procesos metabdlicos intensificados en la segunda mitad de la gestacion,
contribuyen a la hiperlipidemia materna y facilitan la nutricion fetal, asi como el rapido
crecimiento y acumulacion lipidica necesarios para el desarrollo fetal (Herrera et al.,
2006; Chavan-Gautam et al., 2018).

En un entorno obesogénico, caracterizado por la inflamacion cronica, la
resistencia a la insulina fisiologica del final de la gestacion se agrava, presentando a
término altas concentraciones de insulina, leptina y lipidos circulantes. La insulina, al
igual que la leptina, incrementan la expresion de los transportadores de lipidos resultando
en un incremento en la afluencia de lipidos y nutrientes hacia el feto (Mazzucco et al.,
2013a; Pérez-Pérez et al., 2020; Kelly et al., 2020; Hufnagel et al., 2022; Guadix et al.,
2023). En modelos animales y en gestantes con obesidad, la descendencia puede presentar
variabilidad en cuanto al peso, lo que parece depender de la capacidad placentaria para
contrarrestar el estado prooxidante y proinflamatorio, asegurando asi el flujo sanguineo
y el transporte adecuado de oxigeno y nutrientes necesarios para el crecimiento fetal

(Jawerbaum and White, 2017).
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PROGRAMACION METABOLICA

La hipotesis de la programacion metabolica en el desarrollo fetal postula que el
entorno durante las primeras etapas de la vida (desde la concepcion hasta la primera
infancia) influye en las caracteristicas de los descendientes en etapas posteriores, incluida
su susceptibilidad al desarrollo de la obesidad y distintos trastornos metabolicos. Esta
teoria, inicialmente propuesta por C. Nicholas Hales y David Barker y reformulada como
la hipdtesis de los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad (DOHaD por sus
siglas en inglés Developmental Origins of Health and Disease), sugiere que eventos
ambientales adversos durante etapas criticas del desarrollo pueden llevar a cambios
duraderos en la biologia que predisponen a enfermedades en la edad adulta (Barker, 1986;
Fitzgerald et al., 2020; Hoffman et al., 2021). Barker y otros demostraron que los bebés
con bajo peso al nacer como consecuencia de la malnutricion materna en la posguerra
desarrollaron mayor susceptibilidad a las enfermedades en la vida adulta, incluyendo
enfermedad coronaria, obesidad, apoplejia, diabetes tipo 2, osteoporosis, aumento de la
presion arterial, dislipidemia, metabolismo alterado de la glucosa y disfuncion metabolica
(Barker et al., 1993, 1989; Barker, 2007). El concepto de origenes del desarrollo de la
salud y la enfermedad postula que las raices de la obesidad, o la predisposicion a la
obesidad, se establecen en el utero, en un proceso que continua durante la lactancia y la

nifiez temprana (Fitzgerald et al., 2020; Hoffman et al., 2021).

Cuando existe una perturbacion a la que la madre esta expuesta (FO, por ejemplo,
dieta materna alterada), ésta afecta directamente al feto en desarrollo en el utero (F1) y
también a las células germinales que formaran la generacion F2 (Esquema 3). Datos muy
limitados estan disponibles en la generacion F3 y mas alla. Sin embargo, trabajos
realizados en modelos experimentales de obesidad muestran el peligro de la
programacion transgeneracional y sus efectos nocivos en la cuarta descendencia (Rhind
et al., 2001; Drake and Reynolds, 2010; Drake and Seckl, 2011; Dupont et al., 2012;
Galarza et al., 2017; Hilal et al., 2020; Meneghini et al., 2024).
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Esquema 3: Impacto de los factores estresantes perinatales en la programacion metabodlica en la

descendencia.

La hipotesis de la programacion metabolica en el desarrollo ha abierto un nuevo
paradigma de investigacion para comprender el riesgo de enfermedad crénica, que va mas
alla de las explicaciones basadas en influencias genéticas y de estilo de vida (Jawerbaum
and White, 2017; Fernandez-Twinn et al., 2019). En vista de la creciente prevalencia de
la obesidad en el embarazo y su asociacion con diabetes gestacional, ahora también existe
un interés en la influencia perjudicial de la obesidad materna sobre el riesgo de
enfermedad en la generacion F1 y las siguientes generaciones (Rhind et al., 2001; Drake
and Reynolds, 2010; Drake and Seckl, 2011; Dupont et al., 2012; Hilal et al., 2020).
Investigaciones han demostrado que la desnutricion o la obesidad materna durante el
embarazo y la lactancia pueden influir en la salud de la descendencia, aumentando la
susceptibilidad a enfermedades como enfermedad cardiovascular, diabetes tipo 2 y
obesidad en la vida adulta (Fitzgerald et al., 2020). El estado metabdlico materno, la
nutricion y factores estresantes modifican el programa metabdlico que seguird el
organismo a partir de ese momento (Catalano and Shankar, 2017; Thompson, 2020).
Entonces, el sobrepeso y la obesidad parental predisponen a la descendencia a varios
cambios que afectan su metabolismo a lo largo de la vida. En particular se han
identificado alteraciones hepaticas e intestinales que componen la EHGNA y que inducen
a su vez el desarrollo de la obesidad (Lecoutre et al., 2021; Kobayashi et al., 2022). La

epigenética, especialmente la metilacion del ADN y las modificaciones post
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traduccionales de histonas, y se ha destacado como un mecanismo clave detras de estos

efectos transgeneracionales (Goyal et al., 2019).

La programacion metabdlica en el desarrollo fetal puede afectar a multiples
organos, incluidas las gonadas, y estos efectos pueden ser persistentes a través de varias
generaciones (Hilal et al., 2020). La nutricion materna adecuada es crucial para el
desarrollo 6ptimo de la descendencia, influyendo en aspectos como el crecimiento
placentario, el transporte de nutrientes y el desarrollo fetal. Es esencial entender los
efectos de la nutricion materna en diferentes etapas del desarrollo para comprender la
susceptibilidad a enfermedades en la edad adulta. Este conocimiento puede colaborar en
el planeamiento de estrategias para mejorar la salud materna y fetal, reduciendo asi el

riesgo de enfermedades cronicas en la descendencia.
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EL HIGADO

El higado es un 6rgano clave para la homeostasis metabolica del organismo. Actia
como un centro metabodlico que comunica a varios tejidos y 6rganos, incluidos el musculo
esquelético y el tejido adiposo. Los alimentos ingeridos son convertidos a moléculas
sencillas que son absorbidas en el intestino, pasan al torrente sanguineo y se transportan
al higado a través del sistema de circulacion de la vena porta. La vena porta, procedente
del tubo digestivo y la arteria hepatica, rama de la arteria aorta, son los dos principales
sistemas vasculares que suministran sangre al higado (Abdel-Misih and Bloomston, 2010;

Trefts et al., 2017).

La unidad funcional del higado es el lobulillo hepatico, en donde se pueden
observar los hepatocitos, las principales células del tejido hepatico. Entre las células, se
encuentran el canaliculo biliar y las sinusoides (capilares hepaticos formados por ramas
finas provenientes de la vena porta y la arteria hepatica). En los angulos de los lobulillos
hepaticos se sitian las triadas portal, constituida por una rama de la arteria hepatica, una
rama de la vena porta y un conducto biliar (Esquema 4). La sangre proveniente tanto de
la vena porta como de la arteria hepatica se mezcla en las sinusoides hepaticas y abandona
el organo a través de las venas hepaticas, también llamadas suprahepaticas, que
finalmente drenan en la vena cava inferior. La bilis, involucrada en la digestion de las
grasas, se fabrica en el higado, se almacena en la vesicula biliar y se libera en el intestino
cuando se ingieren alimentos, en donde gran parte se reabsorbe (Malarkey et al., 2005;
Abdel-Misih and Bloomston, 2010; Trefts et al., 2017). En las ratas, por la ausencia de
vesicula, la bilis es producida continuamente por el higado y se libera de forma mas
constante al intestino delgado (especialmente al duodeno), sin pasar por un

almacenamiento previo como en los humanos.
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Esquema 4: Representacion grafica del lobulillo hepatico.

El higado se encarga de multiples funciones, entre las que se incluyen: produccion
de la bilis necesaria para la digestion y absorciéon de nutrientes, metabolismo de
carbohidratos (entre los que se destaca la sintesis de glucogeno a partir de glucosa,
almacenamiento y degradacion de glucdgeno), metabolismo de lipidos (sintesis de acidos
grasos, colesterol y esterificacion en ésteres de colesterol y triglicéridos, conversion de
glicidos y proteinas en acidos grasos), metabolismo de proteinas (sintesis de albumina,
de factores de coagulacion y de lipoproteinas para transportar acidos grasos a través de la
sangre, como VLDL, HDL y LDL), funciones inmunoldgicas, biotransformacion de
sustancias nocivas endogenas y exdgenas (Malarkey et al., 2005; Trefts et al., 2017). El
metabolismo energético del higado esta estrechamente controlado. Se han identificado
multiples sefales nutritivas, hormonales y neuronales que regulan el metabolismo de la
glucosa, los lipidos y los aminoacidos en el higado (Nguyen et al., 2008; Rui, 2014; Trefts
et al., 2017). La disfuncion de vias de sefalizacion y del metabolismo hepatico causa o
predispone a la EHGNA y promueve el desarrollo de diabetes tipo 2 (Rui, 2014;
Habibullah et al., 2024).
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Metabolismo hepatico de acidos grasos

Los hepatocitos reciben los acidos grasos del torrente sanguineo, en el cual estan
presentes los acidos grasos que se liberan del tejido adiposo o se absorben de la digestion
de alimentos en el tracto gastro intestinal. En el intestino pueden empaquetarse en
lipoproteinas grandes y esféricas llamadas quilomicrones, y ser transportados en
circulacion. En el hepatocito, los acidos grasos se incorporan mediante la lipoproteina
lipasa (LPL) y la lipasa hepatica (LH) principalmente. Una vez dentro del hepatocito se
esterifican y van a formar parte de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) para ser
secretadas a la circulacion o se reservan en gotas lipidicas (Esquema 5) (Alves-Bezerra
and Cohen, 2017). Los acidos grasos también se incorporan en los fosfolipidos, que son
un componente esencial de las membranas celulares, y en la capa superficial de las gotas
de lipidos, las VLDL y las particulas biliares. En estado de ayuno, los acidos grasos se
oxidan principalmente en las mitocondrias para generar energia y cuerpos cetonicos

(Nguyen et al., 2008; Rui, 2014; Heindel et al., 2017; Alves-Bezerra and Cohen, 2017).
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Esquema S: Metabolismo de 4cidos grasos durante la alimentacion y el ayuno. TG: triglicéridos, AG: acido
graso, GL: gota lipidica, VLDL.: lipoproteinas de muy baja densidad.

Cuando los carbohidratos son abundantes, el higado no sélo utiliza la glucosa
como principal combustible metabdlico, sino que también convierte la glucosa en acidos
grasos. En estados de sobrealimentacion, el incremento de glucosa circulante provoca un
incremento en la insulina que favorece la sintesis hepatica de acidos grasos. La glucolisis
genera piruvato, que puede ser transformado en la mitocondria primero en acetil-CoA y
posteriormente en citrato. Este sale al citosol, regenerandose en acetil-CoA, y es usado
para sintetizar malonil-CoA que es sustrato de la sintasa de acidos grasos (FAS) para

sintetizar palmitato. La acumulacion de malonil-CoA inhibe a la enzima palmitoil-
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carnitina transferasa 1 (CPT-1), inhibiendo la B-oxidacion de acidos grasos. Los acidos

grasos no degradados son transformados en triglicéridos y posteriormente secretados en

forma de VLDL (Nguyen et al., 2008; Rui, 2014).

Por el contrario, durante el ayuno los niveles de insulina descienden, favoreciendo
la hidrolisis de los triglicéridos en el tejido adiposo a través de la B-oxidacion de los
acidos grasos, formando cuerpos cetonicos (principalmente acetoacetato y -
hidroxibutirato), los cuales son exportados mediante la circulacion a los tejidos y
consumidos cuando escasea la glucosa (principalmente en el cerebro). Ademas, en el
higado la ausencia de insulina provoca una disminucion de la sintesis de acidos grasos y
de malonil-CoA, lo que desinhibe la B-oxidacion. Por su parte, la glucogenogénesis se
inhibe y la gluconeogénesis se desinhibe favoreciendo la liberacion de glucosa a

circulacion (Canbay et al., 2007; Nguyen et al., 2008).

Incorporacion de dcidos grasos en el higado

Los acidos grasos, provenientes tanto de la dieta como de la lipolisis del tejido
adiposo, son transportados hacia el higado en la circulacion unidos a albumina (en el caso
de acidos grasos libres) o incorporados en lipoproteinas, junto con triglicéridos,
fosfolipidos y colesterol. En el higado, la LPL y la LH, una enzima clave en la
incorporacion de lipidos, hidrolizan los triglicéridos presentes en las lipoproteinas ricas
en triacilglicéridos, como los quilomicrones y las VLDL, liberando acidos grasos que
pueden ser captados por el higado (Canbay et al., 2007; Trefts et al., 2017; Alves-Bezerra
and Cohen, 2017).

La incorporacion de acidos grasos dentro de los hepatocitos estd mediada
principalmente por proteinas transportadoras como la traslocasa de acidos grasos
(FAT/CD36) y las proteinas transportadoras de acidos grasos 2 y 4 (FATP2 y FATP4),
que facilitan la entrada de acidos grasos de cadena larga (LCFA) tanto al citoplasma como
a los peroxisomas (Canbay et al., 2007; Kazantzis and Stahl, 2012; Mashek, 2013).
Previamente en nuestro laboratorio vimos que los higados de los fetos y la descendencia
de madre con sobrepeso presentaban niveles incrementados de CD36 (Heinecke et al.,

2020).
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Dentro de la célula, los LCFA son activados por la acil-CoA sintasa de cadena
larga (ACSL), convirtiéndose en LCFA-CoA, una forma que les permite participar en
diferentes rutas metabdlicas. Estos pueden ser transportados hacia distintos
compartimentos celulares por proteinas de union a acidos grasos (FABP), como FABP4,
que facilita su absorcion, trafico intracelular y metabolismo (Mashek, 2013; Storch and
Corsico, 2008; Canbay et al., 2007). El destino metabolico de los LCFA-CoA en el
hepatocito depende de las necesidades energéticas y del estado metabolico del organismo.
Pueden ser utilizados para la sintesis de triglicéridos y su almacenamiento en gotas
lipidicas, incorporados en lipoproteinas para su exportacion o dirigidos hacia la f3-

oxidacion (Nguyen et al., 2008; Alves-Bezerra and Cohen, 2017).

Alteraciones en el trafico y metabolismo de los acidos grasos en el higado estan
involucradas en diversas patologias, como la EHGNA, la resistencia a la insulina y el
sindrome metabdlico. El equilibrio entre captacion, almacenamiento y oxidacion de
acidos grasos es fundamental para evitar la acumulacion lipidica excesiva y el desarrollo

de disfuncion hepatica.

Lipogénesis y su regulacion

La lipogénesis es el proceso de sintesis de acidos grasos y triglicéridos que ocurre
principalmente en el higado y el tejido adiposo. Se inicia con la conversion de acetil-CoA
en malonil-CoA, catalizada por la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC). Luego, el
malonil-CoA, junto con el NADPH generado en la via de las pentosas fosfato, es utilizado
por la sintasa de acidos grasos (FAS) para la produccion de acido palmitico, un acido
graso de 16 carbonos. Este puede ser posteriormente alargado y desaturado en el reticulo
endoplasmatico para generar acidos grasos de cadena larga (LCFA) con diferentes grados
de insaturaciones, esenciales para diversas funciones celulares (Canbay et al., 2007; Rui,

2014).

En el higado, los acidos grasos sintetizados de novo o provenientes de la dieta se
incorporan en triglicéridos, que se empaquetan en VLDL para ser transportados hacia
tejidos extrahepaticos, como el tejido adiposo, donde pueden almacenarse como reserva
energética. La regulacion de la lipogénesis estd fuertemente influenciada por el estado

nutricional. Durante el ayuno, los acidos grasos son preferentemente oxidados en las
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mitocondrias para la generacion de energia y cuerpos cetonicos. En contraste, en
condiciones de abundancia de carbohidratos, el higado no solo utiliza la glucosa como
fuente primaria de energia, sino que también la convierte en acidos grasos para su

almacenamiento (Nguyen et al., 2008).

Uno de los principales reguladores de la lipogénesis es la proteina de union a
elementos reguladores de esteroles (SREBP-1c), un factor de transcripcion activado por
la insulina. El factor de transcripcion SREBP-1c¢ induce la expresion de genes clave
involucrados en la biosintesis de acidos grasos y triglicéridos, incluyendo ACC y FAS,
promoviendo la sintesis y acumulacion de lipidos en respuesta a la ingesta caldrica.
Ademas, la actividad de SREBP-1c¢ es modulada por los niveles de colesterol intracelular
y la disponibilidad de nutrientes a través de mTOR, lo que lo convierte en un mediador
esencial en la homeostasis lipidica hepatica (Soyal et al., 2015; Chandrasekaran and

Weiskirchen, 2024).

Ademas, la lipogénesis es un proceso regulado por la insulina y otros factores
transcripcionales como el receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma
(PPAR-y). Este receptor nuclear es clave en la diferenciacién de adipocitos y en la
captacion y almacenamiento de acidos grasos. Se considera un regulador metabolico
crucial del metabolismo lipidico hepatico y la inflamacion. Su activacion mejora la
sensibilidad a la insulina y redistribuye los lipidos hacia el tejido adiposo, reduciendo la
lipotoxicidad. Sin embargo, en el higado su sobreexpresion puede contribuir a la

acumulacion de lipidos, como ocurre en la EHGNA (Chen et al., 2023).

El receptor hepatico X alfa (LXR-a) es otro regulador esencial de la lipogénesis
hepatica, ya que activa la expresion de SREBP-1c y FAS, favoreciendo la sintesis de
acidos grasos en respuesta a niveles elevados de colesterol intracelular. Su activacion
puede contribuir a la acumulacion de lipidos hepaticos, promueve la expresion de genes
implicados en la efluxion de colesterol e inhibe la expresion de genes proinflamatorios
regulados por NF-kB, lo que lo vincula con la fisiopatologia de la EHGNA
(Chandrasekaran and Weiskirchen, 2024). LXR-a se activa principalmente por
oxisteroles, que son derivados oxidados del colesterol. Su activacion busca mantener la

homeostasis lipidica y prevenir el exceso de colesterol intracelular (Bovenga et al., 2015).
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B-Oxidacién de Acidos Grasos

La B-oxidacion es el proceso mediante el cual los acidos grasos se degradan para
generar energia. Tiene lugar principalmente en la mitocondria, pero los peroxisomas
también desempefian un papel clave en la oxidacion de acidos grasos muy largos. Este
proceso es fundamental para mantener el equilibrio energético, especialmente en estados
de ayuno, cuando la B-oxidacion hepatica se intensifica para suministrar energia y

producir cuerpos cetonicos (Canbay et al., 2007; Nakamura et al., 2014; Rui, 2014).
= Oxidacion Mitocondrial de Acidos Grasos

La B-oxidacion mitocondrial es la principal via de oxidacion de acidos grasos y
ocurre mayoritariamente en el higado y el musculo. En el higado, proporciona energia
para la gluconeogénesis y la sintesis de cuerpos cetonicos, siendo regulada por el estado
nutricional. En ayuno, la f-oxidacion se incrementa, mientras que en estado alimentado
se inhibe debido al aumento de malonil-CoA, que bloquea la actividad de la carnitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT-1), impidiendo la entrada de acidos grasos a la mitocondria

(McGarry et al., 1977; Stefanovic-Racic et al., 2008; Rui, 2014).

Los LCFA son activados por la acil-CoA sintetasa y posteriormente transportados
al interior mitocondrial a través del sistema de la carnitina, en el que intervienen CPT-1,
la translocasa de carnitina y CPT-2. Los acidos grasos de cadena corta pueden atravesar
la membrana directamente hacia la matriz mitocondrial (Nguyen et al., 2008). Una vez en
la matriz mitocondrial, los acidos grasos sufren un proceso ciclico de deshidrogenacion,
hidratacion, oxidacion y tidlisis, catalizado por enzimas como la acil-CoA deshidrogenasa
de cadena larga (LCAD), Enoyl-CoA hidratasa, acetil-CoA aciltransferasa 2 (ACAA2),
la enzima hidroxiacil-CoA deshidrogenasa trifuncional a (HADHA), entre otras. La
actividad de estas enzimas es crucial para evitar la acumulacion de lipidos en el higado
(Rui, 2014). La ACAA2 es una enzima tiolitica clave en la via de oxidacion de acidos
grasos que cataliza el paso final de la B-oxidacién mitocondrial (Huang et al., 2023). La
sobreexpresion de ACAA2 promueve la oxidacion de acidos grasos e inhibe la
acumulacion de lipidos (Lei et al., 2022). Ademas, la enzima HADHA desempefia un
papel esencial en la degradacion de los intermediarios de la B-oxidacion, asegurando la
produccion eficiente de acetil-CoA para su posterior uso en el ciclo de Krebs (Nakamura

et al., 2014).
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=>» Oxidacion Peroxisomal de Acidos Grasos

Los peroxisomas son organulos clave en la oxidacion de acidos grasos de cadena
muy larga (>22 carbonos) y algunos acidos grasos ramificados, que no pueden ser
oxidados directamente en la mitocondria. La oxidacién peroxisomal es también una [3-
oxidacion, pero existen notables diferencias (Mannaerts et al., 2000). En este proceso, no
es necesaria la carnitina para la entrada de los acidos grasos. Los acidos grasos ingresan
al peroxisoma mediante proteinas transportadoras de la familia denominada ABC (ATP
binding cassette). Se requieren enzimas especificas como la acil-CoA oxidasa (ACO) en
la segunda etapa de la oxidacion en lugar de la deshidrogenasa, entre otras (Lodhi and
Semenkovich, 2014; Rui, 2014). En los peroxisomas los acidos grasos de cadena muy
larga experimentan una oxidacion inicial antes de su procesamiento mitocondrial final,
indicando una conexion entre ambas organelas, siendo que ambas oxidaciones generan

energia en forma de ATP y poder reductor (Demarquoy, 2015).

=> El citocromo P450 4A subfamilia isoforma 1 (CYP4A1l) enzima que cataliza la
w-hidroxilaciéon de muchos acidos grasos. Desempena un papel importante en el
metabolismo de los acidos grasos e interviene en la produccion de mediadores
proinflamatorios y especies reactivas del oxigeno, contribuyendo al desarrollo de

EHGNA (Zhang et al., 2017).

De manera previa, encontramos alteraciones en la expresion de Aco, Cpt-1,
Cyp4al, Acaa2 y Hadha en los higados de feto y descendencia de ratas con sobrepeso
(Heinecke et al., 2020).

Almacenamiento de lipidos

El almacenamiento intracelular de lipidos proporciona proteccion contra los
efectos toxicos de las concentraciones excesivas de lipidos, una fuente de energia para el
crecimiento celular y los procesos metabolicos, un reservorio de mediadores de la
trasncripcion, y una ventaja de supervivencia durante la inanicién. La acumulacién
anormal de grasa intrahepatica en forma de gotas lipidicas citopldsmicas es una
caracteristica fisiopatoldgica temprana del metabolismo hepatico alterado que esta

relacionado con la resistencia a la insulina y la posible progresion a enfermedad hepatica
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grave (Onal et al., 2017; Scorletti and Carr, 2022). Las gotas lipidicas son organelas
subcelulares que almacenan lipidos. Su estructura se asemeja a la de las lipoproteinas
circulantes en los mamiferos, que consiste en una monocapa de fosfolipidos que rodea un
ntcleo de lipidos neutros como triglicéridos y ésteres de colesterol (Ben M’barek et al.,
2017; Olzmann and Carvalho, 2019). Aunque son mas prominentes en los adipocitos, las
gotas de lipidos estan presentes en la mayoria de los tipos de cé€lulas. Las gotas de lipidos
varian mucho en tamafio, que van desde menos de 1 pum a ~ 100 um de diametro. Los
miembros de la familia de la perilipina (PLIN) se encuentran entre las proteinas asociadas
a la gota lipidica mas abundantes en las células de los mamiferos y funcionan como
reguladores fisiologicamente importantes del metabolismo y el trafico de lipidos celulares
(Sztalryd and Kimmel, 2014). Los estudios de disrupcion genética en ratones han
documentado que se requiere perilipina-2 (PLIN2, adipophilin, ADRP) para la
acumulacion de lipidos hepaticos en respuesta a la dieta con alto contenido de grasas
(Crunk et al., 2013). La abundancia de PLIN2 es directamente proporcional a los niveles
de lipidos intracelulares que se encuentran dentro de las células y aumenta en obesidad y
distintas patologias que involucran el higado graso (Onal et al., 2017; Scorletti and Carr,
2022). Hemos encontrado un incremento en la expresion de PLIN2 en los fetos y la

descendencia de madre con sobrepeso (Heinecke et al., 2020).

Las gotas lipidicas interactuan estrechamente con organulos clave en el
metabolismo de los acidos grasos, como los peroxisomas y las mitocondrias. Durante
estados de ayuno o alta demanda energética, los triglicéridos almacenados en estas
estructuras son hidrolizados en acidos grasos libres, los cuales son transportados a los
peroxisomas para su f-oxidacion inicial y, posteriormente, a las mitocondrias para su
completa degradacion y produccion de ATP. Esta interaccion coordinada, y en la que
participa el citoesquleto, asegura un metabolismo eficiente de los lipidos y evita la
acumulacion de especies lipotoxicas que podrian comprometer la funcion celular

(Nakamura et al., 2014; Olzmann and Carvalho, 2019).
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Enfermedad del higado graso no alcoholico (EHGNA).

En condiciones de alteraciones metabdlicas, los lipidos pueden acumularse
patologicamente en distintos tejidos, entre ellos el higado (Guo, 2014; Marseglia et al.,
2014). La enfermedad del higado graso no alcohodlico (EHGNA), caracterizada por una
acumulacion excesiva de triglicéridos dentro de los hepatocitos, y/o esteatosis, es
considerada por algunos como la manifestacion hepatica de la obesidad y el sindrome
metabolico (Cusi, 2012; Mendez-Sanchez et al., 2018; Pafili and Roden, 2021). A nivel
hepatico esta enfermedad se define por un incremento en la deposicion de lipidos, la
presencia de grandes gotas lipidicas, fibrosis, infiltracion de células inmunes,
vacuolizacion y dafio tisular hepatico por ROS. A nivel sistémico, se pueden observar
elevados niveles de enzimas hepaticas como transaminasas, fosfatasa alcalina y
bilirrubina, y 4cidos biliares que sefialan la disfuncion hepatica (Pafili and Roden, 2021).
Ademas, el higado graso no alcohdlico se caracteriza por presentar resistencia a la
insulina, y debido a ello es que la via hepatica de glucogenogénesis se encuentra inhibida
y la de gluconeogénesis desinhibida, provocando una mayor liberacion de glucosa en la
circulacion. Sin embargo, la via lipogénica hepatica no se altera por la resistencia a la
insulina, por lo que la sintesis de lipidos es estimulada por la gran disponibilidad de
lipidos, y generalmente mediada por el aumento de SRBP1 (Guo, 2014). En situaciones
de resistencia a la insulina, la alta disponibilidad de 4cidos grasos en circulacion y la
incrementada lipogénesis de novo, aumenta la esterificacion de acidos grasos en
triglicéridos y ésteres de colesterol, y su secrecion dentro de las VLDL alterando el perfil
lipidico de la circulacion (Lucero et al., 2015).

La prevalencia de la EHGNA oscila entre el 20-30% en la poblacion general y
hasta el 75-100% en individuos obesos. Aunque la mayoria de los pacientes con EHGNA
permanecen asintomaticos, el 20% evoluciona hasta desarrollar una inflamacion hepatica
cronica (esteatohepatitis no alcohdlica, EHNA), que a su vez puede conducir a cirrosis,
hipertension portal, carcinoma hepatocelular y aumento de la mortalidad (Henao-Mejia
et al., 2012; Heindel et al., 2017; Pafili and Roden, 2021). En algunos informes
nutricionales, se ha sugerido que las dietas altas en grasa, carbohidratos y/o colesterol son
las principales causas de EHGNA. Aunque muchos pacientes con EHGNA muestran
obesidad y/o insulinoresistencia, no todos los pacientes presentan estas caracteristicas,

pudiendo desarrollar la enfermedad de manera sub-clinica (Trovato et al., 2014).
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La patogénesis de la EHGNA esta estrechamente relacionada con las anomalias
mitocondriales inducidas por la lipotoxicidad, que sensibilizan el higado a otras
agresiones proinflamatorias, como el aumento de la peroxidacion lipidica, de la
generacion de ROS y la activacion de los inflamasomas. Los inflamasomas son complejos
citoplasmaticos multiproteicos. Su funcion es detectar y responder a sustancias que se
liberan durante infecciones, dafios en tejidos o desequilibrios metabolicos. Son sensores
de patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP) enddgenos o exdgenos o de
patrones moleculares asociados a dafios (DAMP), lo que conduce a la producciéon de
citoquinas proinflamatorias efectoras como la pro-IL-1f y la pro-IL-18. La mayoria de
los DAMP desencadenan la generacion de ROS, que se sabe que activan el inflamasoma
NLRP3 (receptor tipo NOD de la familia 3 que contiene un dominio pirina). La
produccion de IL-1p e IL-18 dependiente del inflamasoma puede desempefiar un papel

importante en la progresion de la EHGNA (Henao-Megjia et al., 2012).

Programacion de higado graso

La obesidad materna predispone en los hijos a desarrollar obesidad y EHGNA
durante la infancia y adolescencia (Thompson, 2020). La nutricion alterada en la primera
infancia, ademas de aumentar el riesgo de desarrollar obesidad, diabetes tipo 2 y
enfermedades cardiovasculares en la descendencia, se asocia con un mayor riesgo para el
desarrollo de EHGNA. En las ultimas décadas ha habido una creciente evidencia que
sugiere que un ambiente obesogénico materno puede contribuir a la obesidad y el
sindrome metabdlico de la descendencia (Drake and Seckl, 2011; Fernandez-Twinn et al.,
2019; Lindsay et al., 2019). Los modelos animales han demostrado que la descendencia
de las madres con obesidad inducida por la dieta desarrollan complicaciones metabolicas,

incluida la EHGNA (Alfaradhi et al., 2014; Thompson, 2020).

Los mecanismos implicados en la programacion de EHGNA son la
sobreacumulacion lipidica en el higado, la disfuncion mitocondrial generando estrés
oxidativo y la secrecion de citoquinas proinflamatorias (Thompson, 2020). Una
caracteristica importante de EHGNA es la acumulacion de lipidos. La acumulacion de
acidos grasos ocurre cuando la absorcion de acidos grasos y la sintesis exceden la

capacidad oxidativa de los hepatocitos. La acumulacion de grasa en el higado fetal puede
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originarse directamente de la transferencia de lipidos de la madre y representa un "primer
desafio" durante el desarrollo de la vida temprana (Stewart et al., 2013; Purcell and
Glastras, 2023). Por ellos, la alteracion de la expresion y actividad de los transportadores
de lipidos en los hepatocitos, como LPL y CD36, estan alterados en los higados de adultos
y fetos que desarrollan EHGNA. Las mitocondrias son esenciales para la generacion de
energia y son el sitio principal para la B-oxidacion de acidos grasos. En EHGNA, la
oxidacion mitocondrial de los acidos grasos aumenta para adaptarse a la acumulacion
excesiva de grasa hepatica y, a su vez, conduce a un aumento de especies reactivas del
oxigeno (ROS) (Alfaradhi et al., 2014; Lindsay et al., 2019). Es por eso que la expresion
y actividad de las enzimas de oxidacion como Aco, Cpt-1, Acaa2, Hadha y Cyp4al se
encuentran alteradas en higados de adultos y fetos que desarrollan EHGNA. La EHGNA
esta relacionada con la obesidad y la diabetes tipo 2, patologias que estan asociadas con
la inflamacion cronica de bajo grado. La obesidad produce secrecion de citoquinas y
adipocinas derivada del tejido adiposo e infiltracion progresiva de células inmunes
innatas como los macrofagos, que contribuyen a un estado de inflamacién local y
sistémica. Este perfil inflamatorio alterado puede tener efectos periféricos en el higado y,
durante el embarazo, puede aumentar la inflamacion placentaria y fetal (Goldstein et al.,
2020). Por otro lado, el receptor de hidrocarburos aromaticos policiclicos (AHR), puede
activarse mediante por metabolitos dietarios, enddcrinos y contaminantes nocivos, y por
ello esta implicado en la respuesta coordinada a diversos estresores. Este receptor induce

la respuesta de biotransformacion de metabolitos nocivos en otros excretables.

El higado entonces coordina el metabolismo de lipidos con la biotransformacion
de metabolitos perjudiciales enddgenos y exdgenos, entre ellos ROS, por lo que

alteraciones en su funcion tiene resultados deletéreos para el organismo.
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PLACENTA

La placenta es un 6rgano transitorio que facilita el intercambio de sustancias entre
la madre y el feto, proporcionando alimento, oxigeno y es una barrera de proteccion frente
al sistema inmune materno, microorganismos infecciosos y potenciales teratdgenos
(Fowden et al., 2020; Jawerbaum and White, 2017; Kramer et al., 2023). Es por ello que
es un organo clave para la nutricion del feto en desarrollo. La placenta censa el entorno
intrauterino y las necesidades fetales, y responde para proporcionar los nutrientes desde
la madre al feto. Ademas de su funcion nutricional, la placenta también ejerce un papel

regulador en el ambiente intrauterino y en el desarrollo fetal.

En los primeros estadios del desarrollo, la nutricion embrionaria ocurre mediante
difusion simple de sustancias de célula a célula, para luego depender del saco vitelino. El
saco vitelino serd funcional hasta que lo reemplace la placenta. La prevalencia de la
funcion del saco vitelino depende de la especie. En la rata, el reemplazo ocurre a mediados
de la prefiez, mientras que en humanos a fines del primer trimestre de embarazo (Ornoy
and Miller, 2023). Una vez establecida la placenta, el embrion en desarrollo se nutre y
respira a través de la circulacion materno-fetal. La sangre oxigenada y rica en nutrientes
llega al embrion por la vena umbilical, provee al mismo y luego retorna por las arterias

umbilicales a la circulacion materna. (Furukawa et al., 2019).

A partir del evento implantatorio, el trofoblasto invade la decidua materna
penetrando la pared uterina. En la rata, esto da lugar a la formacion de vellosidades
cubiertas de trofoblastos, que penetran en la pared uterina creando ramificaciones y
formando de esta manera el laberinto. Algunos trofoblastos se separan de la vellosidad
(trofoblastos extravellosos) e invaden el endometrio y el miometrio unicamente de
manera intersticial. Esta invasion abre espacios en la pared uterina, donde los sinusoides
arteriales maternos vuelcan su contenido una vez establecida e iniciada la funcion
placentaria (Silva and Serakides, 2016). En la rata, la placenta comienza a ser funcional
a partir del dia 12-13 de prefiez, y la nutricion, hasta el momento histotrofica, pasa a ser
hemotroéfica. Los espacios abiertos son los lugares donde se establecera el transporte de

nutrientes y sustancias entre la circulacion materna y la fetal (Ornoy and Miller, 2023).

La estructura de la placenta varia entre especies, pero en todas, las vellosidades

placentarias son las principales areas de intercambio materno-fetal. Las placentas, tanto
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de ratas como de humanos, se clasifican anatdémicamente en tipos discoides (vellosidades
agrupadas en un area circular u ovalada) y hemocoriales (en contacto directo del epitelio
corionico con el lecho sanguineo materno) (Furukawa et al., 2014). Las vellosidades de
la placenta humana poseen una sola capa sincicial en lugar de tres, estableciendo asi la
placenta hemomonocorial: vellosidades formadas por la vasculatura fetal rodeada por una
sola capa de sinciciotrofoblasto que se encuentra en contacto con la sangre materna y que
presenta microvellosidades en la membrana plasmatica aumentando su superficie de
intercambio (Silva and Serakides, 2016). Por otro lado, en la placenta de rata, de
estructura hemotricorial, las vellosidades adquieren una disposicion en forma de laberinto

para maximizar la eficiencia de transporte (Furukawa et al., 2019).

Zona de union

Células gigantes del

Corddn trofoblasto

umbilical

Esquema 6: Estructura de la placenta de rata.

La placenta madura de rata consta de diversas regiones, pudiéndose diferenciar
anatomicamente dos zonas fetales y una zona materna: la parte fetal estd compuesta por
la zona del laberinto y la zona de unidn, y la parte materna esta compuesta por la decidua
(Esquema 6) (Furukawa et al., 2019; Silva and Serakides, 2016). Hacia la cara fetal se
encuentra la placa corionica o placa basal, formada por tejido conectivo derivado del
corion, por dentro de la misma corren las venas y arterias fetales de forma radial,
encontrandose con una sola vena y dos arterias en el cordon umbilical. Estas venas y
arterias radiales emiten prolongaciones por dentro de las vellosidades que forman la mas

abundante region placentaria: el laberinto. Este estd compuesto por las vellosidades que
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se ramifican en forma similar a un laberinto. Se considera a la placenta de rata mas
eficiente que la humana debido a la forma laberintica que adquieren sus vellosidades, lo
que la hace tener mas superficie de contacto. Cada vellosidad estd compuesta por tres
capas celulares (placenta tricorial) que envuelven a las arterias y venas fetales y que estan
en contacto con la sangre materna volcada en los espacios maternos durante la invasion
trofoblastica. La primera monocapa celular, que estd en contacto directo con la sangre
materna, es de citotrofoblastos mononucleares que forman canales por donde la sangre
materna entra hasta la segunda y tercera capa. Estas dos monocapas son sinciciales y
poseen comunicacion entre ambas mediante uniones estrechas que las relacionan. Por otra
parte, la capa sincicial intermedia posee invaginaciones en la membrana que estd en
contacto con la capa citotrofoblastica. Ahi se crean espacios donde la sangre materna
entra en contacto con la capa sincicial. Asi, estas tres capas funcionan como una sola,
dado que la primera capa de citotrofoblastos es discontinua y la segunda capa se une a la
tercera por medio de uniones estrechas (Furukawa et al., 2019; Georgiades et al., 2002).
La continuidad de la capa de sincitiotrofoblasto proporciona una barrera placentaria. El
pasaje de nutrientes, el intercambio de gases y sustancias se realiza en las ramificaciones
mas delgadas ya que es ahi donde el endotelio de venas y arterias fetales es mas
permeable, debido a la delgadez de la pared endotelial y a la presencia de poros. Las
vellosidades principales contienen venas y arterias rodeadas de musculatura lisa, en donde
no hay transporte de sustancias a través de las mismas, sino que su principal rol es el de

sostén de las vellosidades (Furukawa et al., 2019).

A continuacion del laberinto se ubica la zona de uniéon, una region de
citotrofoblastos especializados en produccion de hormonas y en reserva de glucogeno.
Esta zona esta constituida por trofoblastos, pero no posee circulacion fetal. Los
trofoblastos de esta region tienen alta capacidad invasiva y son productores de hormonas,
ademas de tener acceso directo a la sangre materna. La zona de unioén es un sitio de
produccion de esteroides y hormonas peptidicas, que juegan un papel importante en el
mantenimiento de la prefiez (Furukawa et al., 2019). Cuatro linajes de células del
trofoblasto se diferencian a partir de células progenitoras de trofoblastos y constituyen
esta zona: 1) células gigantes del trofoblasto, 2) espongiotrofoblastos, 3) células de
glucogeno y 4) células trofoblasticas invasoras (Soares et al., 2012). Las células gigantes
del trofoblasto se encuentran bordeando la zona de unién de la placenta formando una

capa discontinua. Son las principales células endocrinas de la placenta y poseen capacidad
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invasiva. Ademas, existen subpoblaciones de este tipo celular en otros lugares especificos
dentro de la placenta (Georgiades et al., 2002). Los espongiotrofoblastos son los
principales constituyentes de la zona de unidon y también contribuyen a la funcion
endocrina de la placenta. Las células de glucogeno aparecen alrededor del dia 13 de
prefiez. Poseen la capacidad de almacenar glucogeno y de invadir la arteria uterina
materna produciendo modificaciones en los componentes de la pared vascular y
aumentando el flujo sanguineo (Georgiades et al., 2002). Las células trofoblasticas
invasoras migran desde la zona de uniéon y entran en el compartimento de la zona
mesometrial del Gtero, donde penetran y rodean las arterias espiraladas uterinas, jugando
un papel clave en su remodelacion. (Furukawa et al., 2019; Malassine et al., 2003).

Por ultimo, la decidua constituye la cara materna de la placenta y se encuentra
limitado por las células trofoblasticas y el miometrio. Esta region es progresivamente
invadida por las células gigantes del trofoblasto y las células de glucogeno, lo que esta
controlado por varias proteinas inhibidoras que expresa la decidua (Furukawa et al.,
2019; Silva and Serakides, 2016). La decidua tiene diversas funciones: actia como
barrera fisica para aislar el blastocisto implantante del tejido materno, es fuente de
nutrientes como resultado de la acumulacion de glucogeno y/o lipidos, y es productora de
hormonas y mediadores de la sefializacion, como la prolactina, prostaglandinas,
esteroides, relaxinas, entre otras (“Implantation, Maternofetal Exchange and Vascular

Relationships,” 2008).

La placenta secreta algunas de las hormonas necesarias para el mantenimiento de
la prefiez. Si bien en la prefiez murina se detecta expresion de las enzimas que participan
de la esteroidogénesis placentaria, la principal sintesis de estrogeno y progesterona la
realiza el cuerpo luteo. Hasta mediados de la gestacion es la hipofisis la que secreta
prolactina para sostener la funcién endocrina del cuerpo lateo y asi mantener la funcion
ovarica, pero luego es la placenta la que sintetiza y secreta las hormonas tipo prolactina
para estimular dicha funcion. Desde el principio de la gestacion murina, se sintetiza la
hormona lactogeno placentaria I y hacia mediados de la gestacion se empieza a sintetizar
la hormona lactégeno placentaria II, cuyos niveles se mantienen elevados hasta el final
de la prefiez. Estas dos hormonas, uniéndose a los mismos receptores que la prolactina,

mantienen la funcion esteroidogénica del cuerpo luteo (Rothchild, 1981; Forsyth, 2009).
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Placenta y programacion metabolica.

La placenta, lejos de ser tnicamente un 6rgano pasivo para la transferencia de
nutrientes y oxigeno entre la madre y el feto, desempefia un papel dindmico y adaptativo
en condiciones intrauterinas adversas. Diversas investigaciones indican que la placenta
puede modificar su estructura y funcion para optimizar el flujo de sustratos esenciales,
influyendo asi en el crecimiento y desarrollo fetal. Este flujo, a su vez, programa los
sistemas fisioldgicos a nivel epigenético, celular, tisular, organico y sistémico, y
deficiencias en estos sistemas pueden inducir cambios estructurales y funcionales
permanentes, predisponiendo a la descendencia a desarrollar enfermedades en la edad
adulta (Sferruzzi-Perri and Camm, 2016; Jawerbaum and White, 2017; Kramer et al.,
2023).

Se ha reportado que diversos factores maternos afectan la funcion placentaria y el
desarrollo fetal, como sobrepeso u obesidad por una alimentacion con exceso de grasas,
de azicares o de ambos, dietas bajas en proteinas, hipoxia, tabaquismo, alcoholismo,
anemia, hipertension, entre otras (Burd et al., 2007; Tissot Van Patot et al., 2010;
Vaughan et al., 2012; Mazzucco et al., 2013a; Suter and Aagaard, 2020). En algunos
modelos se han encontrado alteraciones en los pesos placentarios y fetales, mostrando
que los efectos especificos pueden depender del tipo y la gravedad del desafio ambiental,
asi como del momento y tiempo de exposicion durante la gestacion. En particular, se ha
observado que dietas con exceso de grasas administrada durante los meses previos y
durante el embarazo tiene efectos variables sobre el crecimiento fetoplacentario en
ratones y ratas. Las dietas con un contenido de grasa de 2,5 a 6 veces mayor que el
alimento de control tienden a aumentar el peso fetal, a menudo en ausencia de cambios
en el peso de la placenta (Li et al., 2013a; Mazzucco et al., 2013a; Dahlhoff et al., 2014;
D. W. Kimetal., 2014; Wang et al., 2015), mientras que las que poseen mayor porcentaje
de grasas tienden a disminuir el peso fetal y placentario (Hayes et al., 2012; King et al.,
2013; C. Reynolds et al., 2015; Wu et al., 2015; Bellisario et al., 2015; Sferruzzi-Perri
and Camm, 2016).

El ambiente materno alterado puede ocasionar alteraciones en la estructura de la
placenta. En la rata, tanto la zona de unién como la zona del laberinto puede verse afectada
por el entorno materno. De la misma manera que el peso placentario, dependiendo del

estresor y del tiempo de exposicion se altera de manera diferencial la estructura
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placentaria. Principalmente, es la zona de union la que disminuye en primera instancia
frente a alguna alteracion, como es una dieta alta en grasas, y también en modelos de
desnutricion, preservando la funcion de transporte placentario, incluso a expensas de la
formacion de la region endocrina placentaria, para optimizar la entrega de sustrato al feto
en determinadas fases de desarrollo (Roberts et al., 2001; Coan et al., 2010; Mark et al.,
2011; Sferruzzi-Perri et al., 2011; Sferruzzi-Perri and Camm, 2016).

Ademas de su peso y su estructura, los factores maternos pueden afectar al
metabolismo lipidico placentario y generar inflamacion cronica placentaria, lo que podria
estar perjudicando la funcion placentaria, el transporte de nutrientes y el correcto
desarrollo y crecimiento del feto (Louwagie et al., 2018; Goldstein et al., 2020). Algunas
alteraciones ocasionadas por un ambiente intrauterino adverso, principalmente por
obesidad materna, seran explicadas en las siguientes secciones y en la discusion con los

resultados de la presente tesis.

Metabolismo placentario de acidos grasos.

La placenta es capaz de recibir, acumular y transportar los lipidos desde la sangre
materna al feto (Herrera and Desoye, 2016; Duttaroy and Basak, 2022). Los primeros dias
de la gestacion, la nutricion es histotrofica (el embrion se alimenta directamente de los
nutrientes y sustratos disponibles en el utero materno) y, al establecerse la placenta
funcional al dia 12 gestacional, la nutricion pasa a ser hemotrofica (el embrion y el feto
se nutren de los elementos aportados por la sangre materna que circula por la placenta)

(Soares et al., 2012; Ornoy and Miller, 2023).

Trdfico de dcidos grasos en la placenta

Para el transporte de nutrientes hacia el feto, la placenta exhibe una expresion
especifica de transportadores en la membrana del trofoblasto. Los acidos grasos son los
nutrientes lipidicos que pueden ser internalizados desde la circulacion materna hacia el
feto. Cuando los mismos estan en circulacion en su forma libre (unidos a albumina),

pueden atravesar la barrera placentaria por difusion simple o en forma facilitada por
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proteinas transportadoras de acidos grasos presentes en la placenta humana y de rata.
Aunque la mayor parte de los lipidos presentes en la circulacion materna se encuentran
como triglicéridos, fosfolipidos y ésteres de colesterol, dentro de lipoproteinas como
VLDL, formadas en el higado, o quilomicrones, formados en el intestino (Lewis and

Desoye, 2017; Duttaroy and Basak, 2022).

La placenta posee multiples receptores y enzimas que le permiten metabolizar las
lipoproteinas de circulaciéon materna e incorporar su contenido. Tanto la LPL como la
lipasa endotelial (LE), también nombrada Lipasa G (LIPG), hidrolizan las lipoproteinas,
triglicéridos y fosfolipidos transportados en la sangre materna, seguido de la liberacion
de los acidos grasos y su posterior internalizacion por el trofoblasto (Barrett et al., 2014).
Los 4cidos grasos no esterificados se internalizan en el trofoblasto a través de la difusion
facilitada por proteinas transmembrana como FAT/CD36, las proteinas de union a acidos
grasos de la membrana plasmatica placentaria (p-FABPm) y las proteinas transportadoras
de acidos grasos (FATPs). Una vez dentro del trofoblasto, los acidos grasos también
pueden unirse a las proteinas de union a acidos grasos (FABP) que se localizan en el
citoplasma y son las responsables del transporte de los acidos grasos a través de citosol
hasta los sitios donde seran oxidados o esterificados. En los trofoblastos se expresan
FABP1, FABP3, FABP4 y FABPS5 (Lager and Powell, 2012; Myatt and Maloyan, 2016;
Lewis et al., 2018; Duttaroy and Basak, 2022). Dichos lipidos pueden ser utilizados por
la placenta como fuente de energia o ser nuevamente hidrolizados para la obtencion de
los acidos grasos que son transferidos a circulacion fetal (donde estaran en forma de
acidos grasos libres o formando parte de lipoproteinas fetales) (Lager and Powell, 2012;
Lewis et al., 2018). La obesidad materna puede alterar el contenido lipidico y la expresion
de ciertas proteinas de union a acidos grasos en los trofoblastos, lo que podria tener

implicaciones significativas para el desarrollo fetal y la salud neonatal.

Almacenamiento de lipidos

Los trofoblastos son unicos en su regulacion del transporte de lipidos de un
organismo (la madre) hacia otro (feto). Los lipidos se almacenan en la placenta tanto
humana como de la rata. Dentro del trofoblasto, los acidos grasos se almacenan en gotas
lipidicas re-esterificados, para luego ser movilizados y transportados al feto. Las gotas
lipidicas estan recubiertas y mantenidas por proteinas asociadas a las gotas lipidicas,
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siendo algunas de ellas las perilipinas, y especificamente PLIN2 y PLIN3 se expresan en
la placenta, aunque PLIN2 es esencial para la acumulacion lipidica (Bildirici et al., 2018).
Estas proteinas de la periferia de las gotas son modificadas mediante sefiales endocrinas,
paracrinas y autocrinas para permitir o no la salida y/o la entrada de nuevos lipidos a la
gota. De esta manera, cuando la célula lo necesita, puede hacer uso de los lipidos
almacenados como recurso estructural, mediadores intracelulares, sustrato energético o
transportarlos al feto (Duttaroy and Basak, 2022). La desregulacion en el trafico de lipidos
placentarios puede tener consecuencias importantes para la biologia del trofoblasto y el
suministro critico de nutrientes hacia el feto (Kozlosky et al., 2022; Myatt and Maloyan,
2016). El suministro excesivo de acidos grasos libres, junto con una sobreacumulacién
de lipidos, puede predisponer a los trofoblastos a una excesiva lipoperoxidacion, lo que
puede alterar la integridad de la membrana y las funciones metabolicas, dafiar al ADN,
generando estrés del reticulo endoplasmatico, inflamacion, disfuncion mitocondrial, y
dafio celular (Myatt and Maloyan, 2016; Dimasuay et al., 2016; Louwagie et al., 2018;
Fowden et al., 2020).

B-oxidacion de dcidos grasos

La actividad metabolica de la placenta, especialmente del sinsiciotrofoblasto, es
considerable, con alto consumo de oxigeno y produccion de energia principalmente
derivada de la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias. Aunque histéricamente se
consideraba que la glucosa era el principal sustrato energético para la placenta y el feto,
investigaciones recientes han demostrado que la placenta puede utilizar acidos grasos
para la generacion de energia mediante la oxidacion de acidos grasos de cadena larga
(Myatt and Maloyan, 2016; Duttaroy and Basak, 2022). La 3-oxidacion es una fuente de
energia clave para el metabolismo placentario. Las enzimas claves para la B-oxidacion
tanto en la mitocondria como en el peroxisoma, CPT-1 y ACO, se expresan en el
trofoblasto, y algunos han reportado que mujeres con obesidad y con diabetes mellitus
gestacional presentaban una menor capacidad de oxidacion de los acidos grasos (Visiedo
et al., 2013; Calabuig-Navarro et al., 2017; Kelly et al., 2020). Los acidos grasos de
cadena larga necesarios para la oxidacion de acidos grasos placentaria son abundantes en
el plasma materno al final de la gestacion, pero aumentan notablemente con la obesidad

y se cree que desempefian un papel en la resistencia a la insulina (Gulecoglu Onem et al.,
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2021). Las deficiencias en la placenta de las enzimas implicadas en la oxidacion de acidos
grasos conducen a la acumulacion de metabolitos toxicos (Myatt and Maloyan, 2016).
Ademas, han observado un aumento de la sintesis de lipidos y la produccion de energia,
y alteracion de la capacidad antioxidante en la placenta de mujeres con obesidad
normoglucémicas en comparacion con las de peso normal. Estos hallazgos, junto con los
datos que demuestran un mayor contenido lipidico y una menor capacidad antioxidante
en los trofoblastos cultivados de mujeres obesas, concuerdan con la propuesta de que la
obesidad materna estd asociada a la lipotoxicidad placentaria y a alteraciones en el

metabolismo lipidico y trafico de lipidos hacia el feto (Kelly et al., 2020).

Placenta e inflamacién

Durante el embarazo, el estado proinflamatorio, junto con un aumento de la masa
grasa, resistencia a la insulina e hiperlipidemia leve, se ve exacerbado en mujeres con
sobrepeso u obesidad, observandose alteraciones en la funcién placentaria, con
consecuencias perjudiciales en el metabolismo fetal y la programacion metabdlica del
individuo en desarrollo (Mazzucco et al., 2013a; Kelly et al., 2020; Pérez-Pérez et al.,
2020; Scheidl et al., 2023a). El estado proinflamatorio asociado con el sobrepeso y la
obesidad contribuye a estas alteraciones, afectando tanto la formacion de la placenta como
la permeabilidad de la vasculatura uterina y fetal (Kelly et al., 2020; Scheidl et al., 2023a).
Esto se refleja en mayores concentraciones de citocinas inflamatorias tanto en la
circulacion materna como en la placenta. Esta inflamacion placentaria puede ser
desencadenada por diversas causas, como endotoxinas, lipidos y especies reactivas de
oxigeno, y puede llevar a una disfuncion placentaria generalizada, incluida una mayor

liberacion de acidos grasos libres a la circulacion fetal (Scheidl et al., 2023a).

La inflamacion crénica de bajo grado en mujeres obesas antes del embarazo inicia
una cascada de acontecimientos que conducen a un entorno inflamatorio en el ttero
(Goldstein et al., 2020). Ademas, se ha demostrado una acumulacion significativa de
subconjuntos de macrofagos en placentas de pacientes obesas, lo que da lugar a la
produccion de citocinas proinflamatorias y adipocinas, como IL-6, IL-1p, leptina, TNF-
a, la proteina quimiotactica de monocitos 1 y el TLR4 (Zhu et al., 2010; Lager et al.,
2011; Myatt and Maloyan, 2016; Goldstein et al., 2020). La inflamacioén placentaria
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incontrolada conduce al deterioro de la funcion placentaria general, como el aumento de
la liberacion de acidos grasos libres (AGL) a la circulacion fetal y estrés oxidativo, lo que
se espera que altere el crecimiento y el desarrollo del feto (Kelly et al., 2020; Scheidl et
al., 2023a). Los acidos grasos saturados, como el palmitato y el estearato, activan vias de
sefalizacion proinflamatorias que pueden afectar la funcién mitocondrial y contribuir a
la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en la placenta (Myatt and

Maloyan, 2016; Scheidl et al., 2023a).

Dimorfismo sexual

Es evidente que los fetos masculinos y femeninos muestran respuestas distintas
ante un entorno intrauterino adverso, lo que puede influir en su susceptibilidad a
desarrollar enfermedades en la vida adulta. Esta diferencia en la incidencia de
enfermedades se manifiesta incluso en embarazos y desarrollos considerados "normales",
lo que refleja un efecto de dimorfismo sexual (Clifton, 2010). En la actualidad se sigue
investigando acerca del dimorfismo sexual. Autores han evidenciado que los fetos
masculinos tienden a crecer mas rapido y ser de mayor tamafio en comparacion con los
femeninos, aunque presentan un mayor riesgo de complicaciones durante el embarazo,
como parto prematuro, rotura prematura de membranas, placenta previa y retraso en el
desarrollo pulmonar. Ademas, tienen una mayor incidencia de macrosomia con
intolerancia materna a la glucosa y un mayor riesgo de mortinatos tardios asociados a la
diabetes pregestacional. Por otro lado, los recién nacidos de sexo femenino parecen
adaptarse mas facilmente a la vida fuera del utero, incluso cuando nacen en un estado
muy prematuro, posiblemente debido a adaptaciones intrauterinas a un entorno adverso
antes del parto. Hay autores que sugieren que el feto masculino "vive peligrosamente en
el utero" para maximizar su crecimiento potencial, pero esto conlleva un alto riesgo en
caso de eventos adversos adicionales. Es probable que exista una compleja interaccion
entre el entorno adverso de la obesidad y el sexo fetal (Eriksson et al., 2010; Myatt and

Maloyan, 2016; Yu et al., 2021).

La placenta, como tejido fetal, exhibe dimorfismo sexual en términos de expresion
génica. Se han identificado perfiles de expresion génica dimorficos en la placenta

humana, especialmente en genes relacionados con la inmunidad, que se expresan a niveles
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mas altos en la placenta femenina que en la masculina. Ademas, la expresion génica en
la placenta responde al estado inflamatorio materno de manera dependiente del sexo
(Myatt and Maloyan, 2016). Los cambios en la dieta también pueden afectar la expresion
génica en la placenta, con una tendencia a una mayor expresion en los genes de la placenta
femenina en comparacion con la masculina. Ademas, se ha observado que la placenta
masculina presenta una mayor expresion de ciertos genes, como el receptor tipo Toll 4
(TLR4), y produce mas TNF-a en respuesta a lipopolisacarido bacteriano (LPS), lo que
puede contribuir a la propension al parto prematuro en fetos masculinos (Mao et al., 2010;

Myatt and Maloyan, 2016).

Los mecanismos detras del dimorfismo sexual en la placenta en el contexto de la
obesidad aun no se comprenden completamente, pero se han asociado diferencias
sexuales con niveles plasmaticos de hormonas esteroideas. Se sabe que las mujeres con
preeclampsia tienen niveles plasmaticos de testosterona aumentados en comparacion con
los de las embarazadas sanas, con niveles significativamente mas altos en los embarazos
preeclampticos de fetos masculinos que femeninos (Sathishkumar et al., 2012). Entonces,
existe una compleja interaccion entre el sexo fetal, los niveles hormonales y los factores
ambientales, como la obesidad materna, que pueden influir en la funcién y el desarrollo
de la placenta (Myatt and Maloyan, 2016; Duttaroy and Basak, 2022). Por este motivo,
cada vez mas grupos de investigacion estudian tanto las placentas como los distintos

tejidos, teniendo en cuenta el sexo fetal como una variable biologica relevante.
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MICROBIOTA INTESTINAL Y ACIDOS
GRASOS DE CADENA CORTA (AGCC).

Como mencionamos anteriormente, la obesidad es multifactorial y deriva de una
compleja interaccion entre los cambios ambientales y la predisposicion genética (Bliiher,
2019). En este sentido, cobra relevancia el papel que desempefia la microbiota intestinal
en la patogénesis de la obesidad, dado que podria representar el vinculo causal entre los
factores ambientales y la aparicion de la obesidad. El conjunto de microorganismos que
constituyen la microbiota intestinal desempefia un papel clave en la regulacion de la
homeostasis energética y la secrecion de hormonas (Fava et al., 2019). Se sabe que, tanto
en pacientes con obesidad, como en modelos animales de obesidad, hay una disbiosis, un
desequilibrio de la microbiota presentando alteraciones en la composicion de
microorganismos en la misma, que induce alteraciones metabolicas, inflamatorias e
inmunitarias tanto a nivel local como sistémico, en gran parte como consecuencia del
deterioro de la funcion de barrera intestinal (Parada Venegas et al., 2019). De esta forma,
se favorece el pasaje de sustancias proinflamatorias y potenciales patogenos a la

circulacion, afectando asi a otros tejidos (Esquema 7) (Fava et al., 2019).

Condicion sana Condicion inflamacion

-Funcion de barrera epitelial I "
- ¢ ' -Proliferacion
-Reduccién en inflamacion

Célula epitelial

RRRERRR
|
-~

o == Bacterias productoras de AGCC

Butirato
@ Receptores de butirato (GRP41, GPR43, GPR109)

& Transportadores de butirato (MCT1, SMCT1) Vellosidad intestinal

Esquema 7: Representacion grafica en de las vellosidades intestinales en condiciones sanas y condiciones
de inflamacion, como la obesidad.
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Entre los factores que influyen a la microbiota intestinal, los compuestos de la
dieta afectan al crecimiento y metabolismo de las bacterias intestinales, ya que una de las
principales funciones de la microbiota intestinal es la fermentacion de nutrientes. Dentro
de los productos de fermentacion, se encuentran los 4cidos grasos de cadena corta
(AGCC), siendo los mas abundantes acetato, propionato y butirato. Los AGCC son
pequefios metabolitos organicos producidos por la fermentacion de las fibras alimentarias
y el almidoén resistente, que presenta numerosos efectos benéficos en el metabolismo
energético, la homeostasis intestinal y la regulacion de la respuesta inmunitaria (Fava et
al., 2019). Se ha observado una alterada produccion de AGCC en la obesidad y las
enfermedades metabolicas (McNabney and Henagan, 2017; Serena Coppola et al., 2021).
Ademas, se ha reportado que una dieta occidental rica en grasas y azucares altera la
composicion y la actividad metabdlica de la microbiota intestinal de forma lineal dosis-
respuesta, alcanzando la disbiosis significativa y perjudicial en un tiempo medio de 3,5
dias. Como resultado de esta disbiosis, se disminuye la concentracion de bacterias
productoras de AGCC resultando en menores concentraciones de AGCC en el tracto
intestinal (Carmody et al., 2015). La microbiota es altamente sensible a diversos factores
externos, y su equilibrio puede alterarse con facilidad; sin embargo, su restauracion
resulta mucho mas compleja y, en muchos casos, incompleta (Palleja et al., 2018). Es por
esto que diversos grupos de investigacion se enfocaron en el papel de los AGCC en el
contexto de la obesidad y distintos desordenes metabdlicos, para contribuir en el estudio
del eje dieta-microbiota intestinal-salud del huésped (McNabney and Henagan, 2017;
Parada Venegas et al., 2019; Serena Coppola et al., 2021).

El butirato

El acido butirico o butirato es un AGCC que esta compuesto por 4 carbonos y su
formula molecular es C4HgO:. Entre los AGCC, el butirato es el que tiene un mayor efecto
nutricional dado que representa el 70% de la energia que necesitan los colonocitos.
Ademas, el butirato, ingresado a la célula a través de transportadores especificos, actiia
como molécula de sefalizacion inhibiendo la actividad de la histona deacetilasa (HDAC).
Ademas, puede actuar como ligando para los receptores de AGCC con gran afinidad,
mediante los que desencadena sefiales que resultan en la inhibicion de la transcripcion

inducida por el factor nuclear NF«B y el incremento en la transcripcion de proteinas de
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las uniones estrechas y de incretinas, entre otros efectos. La inhibicion de la sintesis de
citoquinas proinflamatorias, junto al incremento de la expresion de proteinas de union
estrecha, promueven la funcion de barrera de las células epiteliales del intestino,
manteniendo la homeostasis intestinal (Parada Venegas et al., 2019; Serena Coppola et

al., 2021; Mayorga-Ramos et al., 2022; Anachad et al., 2023).

La produccion de AGCC se atribuye a una variedad de microorganismos presentes
en el intestino, incluidos los filos Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y
Verrucomicrobia. Los miembros del filo Firmicutes, en particular la clase Clostridia, se
consideran los productores mas eficientes de butirato, siendo algunos ejemplos
Faecalibacterium prausnitzii, Clostridium leptum, Eubacterium rectale y Roseburia spp.
Dentro de los otros filos, incluido Bacteroidetes, se encuentran también bacterias
productoras de butirato. Los estudios de la microbiota intestinal son cada vez mas
frecuentes y se suele utilizar el coociente Firmicutes:Bacteroidetes como indice de
equilibrio microbiano. Un cociente alto esta asociado a sobrepeso y obesidad (Louis and
Flint, 2009; Vital et al., 2014; Serena Coppola et al., 2021; Mayorga-Ramos et al., 2022).
A pesar de esto, la composicion de la microbiota intestinal es tnica para cada individuo
y todavia no se ha establecido una microbiota de referencia, siendo que esta influenciada

por multiples factores.

El uso de antibidticos, la vida sedentaria, el tabaco y el consumo de alcohol y
alimentos con exceso de azlicares y grasas, son los principales factores que inhiben la
produccion de butirato a través de una modulacion negativa de la microbiota intestinal.
Mientras que, entre los principales factores que promueven la produccion de butirato a
través de una modulacion positiva de la microbiota, se encuentran los prebioticos y los
probidticos. Los prebioticos sirven como sustrato para la fermentacion bacteriana en el
colon para generar AGCC, como son el consumo de alimentos vegetales, fuente de fibra,
almidon resistente y polifenoles. Los probioticos son cultivos vivos de cepas especificas
de bacterias que colonizan el tracto intestinal para promover la generacion de butirato y
otros AGCC. Entre las fuentes alimentarias de probidticos se encuentra el yogur y los
quesos fermentados (Serena Coppola et al., 2021). Los beneficios de suplementar con
prebidticos y probidticos en la salud del individuo ha sido muy estudiado en los ultimos
afios, y ha cobrado cada vez mas relevancia el uso directamente de los AGCC (Serena
Coppola et al., 2021; Anachad et al., 2023). En la presente tesis, el rol que cumplen los

AGCC en la patogénesis del sobrepeso y la obesidad fue de nuestro interés. El butirato
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ha sido muy estudiado por su potencial para el tratamiento de la obesidad y las
comorbilidades metabolicas relacionadas y se ha asociado una menor abundancia de
bacterias productoras de butirato en humanos con un mayor riesgo de enfermedad
metabdlica, lo que demuestra su fuerza en la mitigacion de las alteraciones metabolicas
de la obesidad (McNabney and Henagan, 2017; Serena Coppola et al., 2021; Mayorga-
Ramos et al., 2022). Es por esto que fue el AGCC elegido para nuestra investigacion y a
continuacion se detalla sus mecanismos de absorcion, de accidn, vias de sefializacion
involucradas y las investigaciones de los ultimos afios que utilizaron al butirato como un

posible agente terapéutico.

Absorcién del butirato

Dentro del total de AGCC que se producen en el colon, el 20% corresponde a
butirato, y del total de AGCC presentes en vena porta el butirato representa el 8%. Es la
principal fuente de energia de los colonocitos y por su facil difusion, en un primer
momento se pensaba que el butirato era utilizado o excretado en su totalidad entre el eje
intestino-higado. Trabajos mas recientes demostraron que en personas sanas, hay un
incremento en la concentracion de butirato en circulacion, que corresponde al 2% del
butirato producido, pudiendo asi generar un efecto a nivel sistémico (Van Der Beek et al.,

2015; Boets et al., 2017; Serena Coppola et al., 2021).

Al igual que otros AGCC, el butirato se absorbe facilmente mediante difusion no
ionica a través de la membrana apical de los colonocitos por su hidrofobicidad y bajo
peso molecular. Sin embargo, su absorcion principalmente se debe a dos transportadores:
el transportador 1 de monocarboxilatos acoplado a protones (MCT1/SLC16A1) y el
transportador 1 de monocarboxilatos acoplado a sodio (SMCT1/SLC5AS8) (Parada
Venegas et al., 2019; Serena Coppola et al., 2021; Mayorga-Ramos et al., 2022). Entre
ellos, el transportador SMCT1 es el principal transportador de butirato y tiene preferencia
de transporte por ¢l frente a los otros AGCC, y participa principalmente en condiciones
de baja concentracion (Gupta et al., 2006; Serena Coppola et al., 2021; Mayorga-Ramos
etal., 2022).

53



Mecanismo de accion del butirato

El butirato actia como ligando de los receptores acoplados a proteina G (GPCR),
tales como GPR43, GPR41 y GPR109A. Los receptores GPR43 y GPR41 son conocidos
como receptores de acidos grasos libres 2 (FFAR2) y 3 (FFAR3), respectivamente. Estos
receptores se encuentran en diferentes tejidos, como nervios periféricos, células
enteroendocrinas L y K, adipocitos blancos, células P-pancreaticas, timo y células
dendriticas mieloides. Particularmente GPR43/FFAR2 se expresa en adipocitos blancos,
células enteroendocrinas L, células epiteliales intestinales, células -pancreaticas y varias
células del sistema inmunitario, como las células reguladoras T (Treg) colonicas,
macrofagos M2, neutrofilos, eosinédfilos y mastocitos (Brown et al., 2003; C. H. Kim et
al., 2014; Macia et al., 2015; Parada Venegas et al., 2019; Serena Coppola et al., 2021;
Mayorga-Ramos et al., 2022).

El receptor FFAR2 puede activar tanto la via de sefializacion Gi/o como la Gq,
mientras que los receptores GPR109A y FFAR3 solo activan la via Gi/o. A través de la
via Gq, se estimula la produccion de diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), que
a su vez activan la proteina cinasa C (PKC). Esta activacion desencadena una serie de
respuestas intracelulares, incluyendo la activacion de las cinasas reguladas por sefiales
extracelulares 1/2 (ERK-1/2) y la c-Jun cinasa terminal (JNK), que participan en procesos
de proliferacion celular y respuesta al estrés. Por otro lado, la activacion de los receptores
FFAR2 y FFAR3 cumple un rol central en la modulacion de vias de sefializacion clave
para el equilibrio inmunoldgico intestinal, como la de la proteina quinasa activada por
mitogenos (MAPK). A través de su interacciéon con metabolitos derivados de la
microbiota, estos receptores contribuyen a regular la respuesta a estimulos externos,
favoreciendo mecanismos de resolucion de la inflamacion y mantenimiento de la
homeostasis (Goldsmith and Dhanasekaran, 2007; Pan et al., 2018; Parada Venegas et al.,
2019; Serena Coppola et al., 2021).

La activacion de los receptores GPCR por el butirato en el intestino induce la
secrecion de las hormonas endocrinas como el péptido 1 similar al glucagéon (GLP-1) y
péptido YY (PYY) (Tolhurst et al., 2012; Serena Coppola et al., 2021). E1 GLP-1 aumenta
la secrecion de insulina, y los ratones knockout (KO) de FFAR2 muestran niveles séricos
de insulina disminuidos (Tolhurst et al., 2012). Por otro lado, el PYY influye en la ingesta

y el gasto de energia a nivel del hipotalamo y del tronco encefalico, y los ratones KO de
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FFAR3 tienen una expresion muy baja de PYY (Serena Coppola et al., 2021). En
particular, la elevacion de GLP-1 y PYY inducida por el butirato puede ser crucial para

prevenir o tratar la obesidad y la resistencia a la insulina.

Los AGCC (principalmente el butirato) tienen un efecto inhibitorio sobre la
actividad de las HDACs promoviendo la acetilacion de histonas, lo que afecta a la
regulacion génica de la proliferacion celular, la diferenciacion y la respuesta inflamatoria,
contribuyendo a la homeostasis intestinal. Las HDAC regulan las vias de la inmunidad
innata, controlando la diferenciacion de las células mieloides y la respuesta inflamatoria
mediada por la expresion génica inducible por TLR e IFN (Parada Venegas et al., 2019;
Serena Coppola et al., 2021; Mayorga-Ramos et al., 2022).

Ademas, el butirato también exhibe propiedades antiinflamatorias al inhibir la
activacion del factor de transcripcion kappa B (NF-kB), reduciendo la transcripcion de
citoquinas proinflamatorias. E1 NF-kB desempefia un papel central en las respuestas
inmunitarias e inflamatorias y que participa en la regulacion transcripcional de varios
genes de citocinas, como TNF e ILs. El NF.kB puede activarse por varios estimulos, entre

ellos las citocinas proinflamatorias o LPS (Segain, 2000; Serena Coppola et al., 2021).

Mediante la activacion de otros factores de transcripcion, incluidos STAT3 y SP1,
el butirato promueve la funcion de barrera epitelial mediante la induccion de genes que
codifican componentes de uniones estrechas (TJ), como claudinas, ocludina, cingulina, y
proteinas de la zonula ocludens (ZO-1, ZO-2), reduciendo la translocacion bacteriana

(Wang et al., 2012; Parada Venegas et al., 2019; Serena Coppola et al., 2021).

Rol del butirato en el metabolismo hepético, la obesidad y la gestacion

La obesidad estd estrechamente relacionada con trastornos del metabolismo
hepatico, como la EHGNA. El butirato ejerce efectos beneficiosos sobre el metabolismo
lipidico intestinal y hepatico. Inhibe la expresion de genes clave en la biosintesis de
colesterol intestinal, contribuyendo a disminuir la hipercolesterolemia (Alvaro et al.,
2008). Asimismo, promueve el transporte reverso de colesterol, facilitando su
movilizacion desde los tejidos periféricos hacia el higado (Du et al., 2020). También
regula la secrecion de lipoproteinas como quilomicrones y VLDL, reduciendo el riesgo

de dislipidemias (Serena Coppola et al., 2021).
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En modelos animales, la administracion de butirato reduce la acumulacion de
lipidos hepaticos inducida por dietas ricas en grasas (Sun et al., 2019, 2018; Zhang et al.,
2021). Se ha reportado que este efecto estd mediado por la mejora de la funcion
mitocondrial hepatica, via activacion de PPAR-a, lo que estimula la B-oxidacion de

acidos grasos (Den Besten et al., 2015; Mayorga-Ramos et al., 2022).

Ademas, el butirato atentia la inflamacion hepatica caracteristica de la EHGNA al
disminuir la liberacion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, MCP-1, entre otras)
y aumentar citocinas antiinflamatorias (IL-10, IL-4). Estos efectos pueden deberse a la
inhibicion de HDAC y la activacion de GPCRs, como el receptor de GLP-1 (GLP-1R),
cuya expresion también se incrementa con el butirato, favoreciendo la inhibicion de la

lipogénesis a través de la via AMPK/ACC (Serena Coppola et al., 2021).

El butirato se conoce como un regulador clave en la modulacion del metabolismo
y el peso corporal. Diversos estudios sugieren que ejerce efectos beneficiosos sobre el
control del peso a través de varios mecanismos fisiolégicos y metabdlicos, tales como la
regulacion de la inflamacion, la mejora de la sensibilidad a la insulina, la modulacion de
la termogénesis y la alteracion de la funcidn intestinal (Serena Coppola et al., 2021). En
los ultimos afios, se ha utilizado la administracion de butirato para estudios pre-clinicos
y clinicos como potencial terapéutico para obesidad y sindrome metabdlico (Serena
Coppola et al., 2021; Mayorga-Ramos et al., 2022). Se han observado mejoras en el IMC,
circunferencia e indice HOMA en chicos con obesidad (S. Coppola et al., 2021),
reduccion de LDL y mejoras en la respuesta inflamatoria en hombres con obesidad
(Cleophas et al., 2019), y reduccion de la trigliceridemia, colesterolemia y hemoglobina

glicosilada HbA lc en pacientes con sindrome metabolico (Hartstra et al., 2020).

Durante el embarazo, la composicion de la microbiota intestinal materna sufre
modificaciones significativas, influenciadas por cambios hormonales y dietéticos. Si bien
en el primer trimestre se asemeja a la microbiota de mujeres no embarazadas, hacia el
tercer trimestre se reduce la diversidad bacteriana y aumenta la proporcion de
Actinobacteria y Proteobacteria, asociadas a estados inflamatorios. Se ha observado un
aumento en el numero total de bacterias durante el embarazo, con una mayor proporcion
de Bifidobacteria, Proteobacteria y bacterias productoras de acido lactico, junto con una
disminucion de aquéllas que producen butirato, con propiedades antiinflamatorias

(Nuriel-Ohayon et al., 2016; Zigtek et al., 2021).
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Durante la gestacion, los niveles de AGCC aumentan. El acetato mejora la
sensibilidad a la insulina, estimula la oxidacién de acidos grasos y modula el sistema
inmune fetal. El propionato tiene efectos antiobesogénicos y hepatoprotectores, ademas
de participar en el desarrollo del sistema simpatico y enteroendocrino fetal a través de los
receptores GPR41 y GPR43 (Gray et al., 2017). Por su parte, el butirato inhibe la histona
desacetilasa y estimula la expresion del factor de transcripcion Foxp3 (proteina forkhead
box P3), favoreciendo la diferenciacion de células T reguladoras (Treg) y contribuyendo
a la tolerancia inmunologica neonatal. Su suplementacion ha demostrado reducir TNF-a
e IL-1pB, mejorar el perfil lipidico y glucémico materno, y proteger la funcion pancreatica

(Yang et al., 2015; Zigtek et al., 2021).

En modelos animales, especialmente en ratas, el butirato ha demostrado tener
efectos benéficos sobre la salud materna, incluyendo la modulacion de la inflamacion, la
regulacion del metabolismo energético y la proteccion frente a condiciones adversas
como la obesidad o la resistencia a la insulina (Lin et al., 2014; Huang et al., 2022). Estos
efectos se han observado tanto en la madre como en la descendencia, lo que resalta el
potencial del butirato para influir en la programacion metabdlica temprana. La
administracion de butirato en modelos animales de sobrepeso o diabetes gestacional ha
mostrado una mejora en la sensibilidad a la insulina, una disminucion de la acumulacion
de grasa visceral y una modulacion positiva de los perfiles lipidicos, lo que puede
contribuir a un ambiente intrauterino mas favorable para el desarrollo fetal (Zigtek et al.,

2021; Lyu et al., 2023).

Mas aun, los efectos de los AGCC también se evidencian en la programacion
metabolica fetal. La obesidad materna y la alteracion en la proporcion de AGCC
favorecen el transporte placentario excesivo de glucosa y lipidos, generando estrés
inflamatorio, lipogénesis fetal y acumulacion de grasa, lo que contribuye al desarrollo de
un fenotipo metabolicamente alterado en el neonato (Gohir et al., 2015; Wallace et al.,
2019). En conjunto, estos hallazgos refuerzan la importancia de una microbiota intestinal
equilibrada y una dieta adecuada durante el embarazo, tanto para la salud materna como

para el desarrollo metabolico del feto (Zigtek et al., 2021).
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ANTECEDENTES

Hemos desarrollado un modelo de sobrepeso materno en ratas Wistar, inducido
con una dieta con exceso de grasas saturadas ofrecida de manera previa y durante la
gestacion y la lactancia para estudiar la programacion de anomalias metabolicas en la
descendencia. Observamos que el higado de la descendencia de ratas con sobrepeso
presentaba sobreacumulacion lipidica, indicadores de estrés oxidativo y de un estado
proinflamatorio y un aumento en marcadores de la enfermedad de higado graso, junto con
altos niveles de transaminasas circulantes (Heinecke et al., 2020; Mazzucco et al., 2016,
2013a). Ademas, en estos higados observamos una falta de respuesta a la activacion de
PPARa, un factor de transcripcion involucrado en el catabolismo lipidico y vias
antiinflamatorias y antioxidantes, a pesar que desde el destete las ratas se alimentaron con

una dieta normograsa (Heinecke et al., 2020).

Por otro lado, observamos que los fetos y la descendencia de rata con sobrepeso,
presentan alteraciones intestinales también relacionadas al desarrollo de la EHGNA.
Hemos reportado una disminucion de la expresion de proteinas de las uniones estrechas
y un incremento de los niveles de citoquinas proinflamatorias consecuente con un
incremento en la permeabilidad intestinal. Asimismo, encontramos alteraciones en la
expresion de incretinas, en linea con una leve intolerancia a la glucosa. Estas diferencias
de la expresion de incretinas, uniones estrechas y sustancias proinflamatorias podrian
involucrar alteraciones en las marcas epigenéticas modificando la expresion de genes

claves, alterando la barrera epitelial y la homeostasis intestinal (Heinecke et al., 2024).

Dado que evidenciamos estas anomalias en los fetos y la descendencia adulta de
madres con sobrepeso, y que el butirato estd en bajas concentraciones en ratas con
sobrepeso, debido a una menor proporcion de bacterias productoras del mismo, decidimos
realizar un tratamiento con butirato en las madres durante la gestacion y la lactancia para
evaluar su efecto en la programacion intrauterina de anomalias metabolicas en la
descendencia. Ademas de evaluar a la descendencia, fue de nuestro interés estudiar el
efecto del tratamiento en la salud metabolica de la madre, tanto en la gestacion a término

como al destete.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

59



HIPOTESIS

“El sobrepeso materno induce alteraciones en el metabolismo y en la salud hepética de
la rata gestante que programan anomalias metabolicas, reproductivas y hepéticas en

la descendencia, anomalias que se atentan por el tratamiento materno con butirato.”

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del sobrepeso materno inducido por una dieta rica en grasas
saturadas sobre el estado metabdlico y salud hepatica de las ratas gestantes a los 21 dias
de gestacion y al destete. Evaluar el efecto del sobrepeso materno sobre el metabolismo
lipidico placentario a los 21 dia de gestacion y el estado metabolico y la salud hepatica

de los fetos a los 21 dias de gestacion y de la descendencia de 140 dias de edad.

Por otro lado, decidimos evaluar si el tratamiento materno con butirato durante la
gestacion y lactancia previene las alteraciones maternas, placentaria, fetales y de la

descendencia de rata programadas por el sobrepeso materno.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos consisten en:

1- Estudiar el efecto del sobrepeso materno inducido por una dieta rica en

grasas saturadas en ratas de 21 dias de gestacion:

a) Estado metabolico: caracterizar a la rata gestante de 21 dias en cuanto a su
composicion corporal de grasa y los niveles circulantes de triglicéridos,
colesterol, glucosa e IL-1.

b) Salud hepdtica: evaluar en ratas gestantes de 21 dias el contenido lipidico
hepatico y los niveles de ARN mensajero de enzimas del metabolismo lipidico

y transportadores de lipidos hepaticos.
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2-

c) Parametros reproductivos: evaluar en ratas gestantes de 21 dias la ganancia de
peso, el nimero de fetos, el peso fetal y el peso placentario.

d) Estudiar si el tratamiento materno con butirato durante la prefiez atenua las
alteraciones en ratas de 21 dias de gestacion encontradas en los puntos a, b y

¢ del presente objetivo especifico.

Estudiar el efecto del sobrepeso materno inducido por una dieta rica en

grasas saturadas en las placentas al dia 21 de gestacion:

a) Evaluar el contenido lipidico, los niveles proteicos y de ARN mensajero de
enzimas del metabolismo lipidico y transportadores de lipidos en las placentas
al dia 21 de gestacion.

b) Estudiar si el tratamiento materno con butirato durante la prefiez atenua las
alteraciones en las placentas al dia 21 de gestacion encontradas en el punto a

del presente objetivo especifico.

Estudiar el efecto del sobrepeso materno inducido por una dieta rica en

grasas saturadas en los fetos al dia 21 de gestacion:

a) Estado metabdlico: caracterizar a los fetos al dia 21 de gestacion en cuanto al
peso y los niveles circulantes de triglicéridos, colesterol y glucosa.

b) Salud hepatica: evaluar en los fetos al dia 21 de gestacion la actividad
transaminasa circulante (ALT), el contenido lipidico hepatico y los niveles de
ARN mensajero de enzimas del metabolismo lipidico y transportadores de
lipidos hepaticos.

c) Estudiar si el tratamiento materno con butirato durante la prefiez atenua las
alteraciones en los fetos al dia 21 de gestacion encontradas en los puntos a y

b del presente objetivo especifico.

Estudiar el efecto del sobrepeso materno inducido por una dieta rica en

grasas saturadas en ratas al dia del destete:

a) Estado metabolico: caracterizar a las ratas al dia del destete en cuanto a su
composicion corporal de grasa y los niveles circulantes de triglicéridos,

colesterol, glucosa e IL-1p.

61



b)

Salud hepatica: evaluar en ratas al dia del destete el dafio tisular y funcion
hepatica (la actividad de transaminasas y fosfatasa alcalina, los niveles de
albumina y bilirrubina circulantes, y dafio por especies reactivas del oxigeno
en el higado), el contenido lipidico hepatico y los niveles de ARN mensajero
de enzimas del metabolismo lipidico y transportadores de lipidos hepaticos.

Estudiar si el tratamiento materno con butirato durante la prefiez y la lactancia
atenua las alteraciones en ratas al dia del destete encontradas en los puntos a

y b del presente objetivo especifico.

Estudiar el efecto del sobrepeso materno inducido por una dieta rica en

grasas saturadas en la descendencia de 140 dias de edad:

a)

b)

d)

Estado metabdlico: caracterizar a la descendencia de 140 dias de edad en
cuanto a su composicion corporal de grasa y los niveles circulantes de
triglicéridos, colesterol y glucosa.

Salud hepatica: evaluar en la descendencia de 140 dias de edad el dafio tisular
y funcion hepatica (la actividad de transaminasas y fosfatasa alcalina, los
niveles de bilirrubina circulantes, y el dafio por especies reactivas del oxigeno
en el higado), el contenido lipidico hepatico y los niveles de ARN mensajero
de enzimas del metabolismo lipidico y transportadores de lipidos hepaticos.
Evaluar los parametros reproductivos en la descendencia de 140 dias de edad,
en hembras la duracion del ciclo estral y en machos en longitud e indice
testicular y epididimal, motilidad y recuento espermatico.

Estudiar si el tratamiento materno con butirato durante la prefiez y la lactancia
atenua las alteraciones en la descendencia de 140 dias de edad encontradas en

los puntos a, b y ¢ del presente objetivo especifico.
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3.METODOLOGIA
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3.1 Animales.

Para el desarrollo de esta tesis de doctorado, se utilizaron ratas de la cepa albino
Wistar, que fueron adquiridas en el Bioterio Central de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires y mantenidas en el bioterio del Centro de
Estudios Farmacologicos y Botanicos con libre acceso al agua y al alimento balanceado
(GEPSA, Buenos Aires, Argentina). Los ciclos de luz-oscuridad fueron de 12 y 12 horas
respectivamente, la temperatura de 24+2 °C y humedad constante. El estudio se realizé
siguiendo las normas para el cuidado y uso de los animales aprobadas por la institucion
local (CICUAL), bajo el protocolo n® 2210 del afio 2015 y n°4081/04 del afo 2022,
basada en las pautas del National Institute of Health (NIH) especificadas en “Principles

of Laboratory Animal Care, NIH publication N° 85-23, revised 1985”.

3.1.1 Modelo de sobrepeso materno: disefio experimental.

Se desarrolld y establecié un modelo de sobrepeso materno para el estudio de la
descendencia a nivel metabolico y el potencial efecto protector del butirato. Para esto se
aliment6 a las ratas hembra albino Wistar con una dieta rica en grasas saturadas,

provenientes de grasa bovina (Faty, Argentina).

En la presente tesis se utilizaron dos modelos experimentales, uno en el que las
ratas prenadas continuaron la gestacion hasta el dia 21, al cual llamaremos modelo
gestacional, y otro en el cual se dejara nacer a la descendencia para evaluarlas en su

adultez, al cual llamaremos modelo de programacion.

Disefio experimental modelo gestacional.

Entonces, para el modelo gestacional, 30 ratas hembras de 6 semanas de edad
fueron separadas en 2 grupos: 15 ratas formaron parte del grupo control (CT),
alimentadas durante toda su vida con una dieta comercial estdndar con un contenido de
5% de lipidos; y las 15 ratas restantes formaron parte del grupo de dieta grasa (DG),

alimentadas con una dieta rica en grasas saturadas que consistio en la dieta comercial
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estandar suplementada con un 25% de grasas saturadas de origen animal, por el agregado
de grasa bovina derretida al alimento. Ambos alimentos, el de la dieta estandar y la dieta
grasa, se enviaron a analizar al servicio de analisis de alimentos para el rotulado
nutricional del INTI (Instituto Nacional de Tecnologia Industrial). En la Tabla 1 se
muestra la composicion nutricional de las dos dietas y en la Tabla 2 el porcentaje de

calorias aportadas por cada componente dietario.

Dieta Control (CT) Dieta Grasa (DG)
Proteinas (g) 22 20
Carbohidratos (g) 47 43
Grasas (g) 5 26
Energia (Kcal) 321 486

Tabla 1. Composicion nutricional de los tratamientos dietarios cada 100 g de alimento.

Dieta Control (CT) Dieta Grasa (DG)
Proteinas (% Kcal) 27,4 16,5
Carbohidratos (% Kcal) 58,6 35,4
Grasas (% Kcal) 14,0 48,2
Energia (Kcal/100g) 321 486

Tabla 2. Porcentaje de calorias sobre el total de calorias.

Se continud con las respectivas dietas por 8 semanas, registrando los pesos de las
ratas y del consumo de alimento todas las semanas. Las ratas de ambos grupos, CT y DG,
se aparearon con machos CT de 10 semanas de edad, alimentados durante toda su vida
con una dieta comercial estandar. La observacion de espermatozoides en el extendido
vaginal determind el dia 1 de gestacion. El1 93% de las ratas se prefiaron dentro de los diez
dias de apareo. Las ratas que no fueron prefadas dentro de los 20 dias fueron excluidas
del experimento. A las ratas prefiadas de ambos grupos se les administré oralmente
vehiculo (agua, grupo CT y DG) o butirato de sodio 3% (SIGMA, g/100g de alimento,
grupo CTB y DGB) diariamente durante toda la gestacion. Los tratamientos dietarios
continuaron a lo largo de la prefiez. Esta concentracion fue elegida por bibliografia, se
realiz6 una prueba con 3 animales y se corrobord la buena tolerancia al tratamiento. Se

administro butirato a ratas controles y alimentadas con dieta grasa, para poder identificar
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efectos tanto positivos como potenciales efectos indeseados del butirato sobre la gestante
y/o su descendencia. Se registraron los pesos de las ratas y del alimento durante toda la

gestacion (Esquema 8).
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Esquema 8: Modelo experimental de sobrepeso materno para la obtencion de plasma y tejidos maternos,
y plasma fetal, placentas y 6rganos fetales al dia 21 de gestacion, provenientes del grupo de ratas control
(CT), del grupo de ratas control tratadas con butirato (CTB), del grupo de ratas de dieta grasa (DG) y del
grupo de dieta grasa tratadas con butirato (DGB). El numero 1 en el esquema indica el momento en el que

se realiz6 la eutanasia.

Obtencion de los tejidos maternos y fetales al dia 21 de gestacion.

Al dia 21 de gestacion, un dia antes del dia esperado para el parto, se realiz6 la
eutanasia de los animales. Ese dia se les evalu6 la glucemia en ayunas utilizando tiras
reactivas para medicion de glucosa en sangre mediante un glucémetro FreeStyle (Abbott
Laboratories). Los animales fueron anestesiados en una cabina de CO» y luego se les
practicé la eutanasia por decapitacion, y se colectd la sangre materna. Inmediatamente se
realiz6 una incision abdominal y se extrajo el utero para abrirlo y obtener los fetos. La

sangre fetal también fue colectada por decapitacion, tomando la glucemia de dos fetos al
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azar. La sangre materna y fetal fue centrifugada en tubos con heparina para la separacion
del plasma, preservandose a -80 ° C. El plasma de todos los fetos se colectd en un tubo
individual, una vez determinado el sexo de cada feto, se guardo plasma fetal de hembras
y de machos por separado por cada madre. Bajo una lupa se determiné el sexo de cada
feto y se removieron sus tejidos. Se registraron los pesos de las madres, fetos y tejidos.
Para esta tesis se utilizaron los plasmas maternos, los higados y el peso del tejido adiposo
materno, el plasma, las placentas e higados fetales de los 4 grupos. Ademas, se obtuvo el
colon y contenido coldnico materno, el tejido adiposo, el intestino y las gonadas tanto
maternas como fetales, que fueron guardados para otros proyectos. Con los datos
registrados, se realizd el indice hepatico materno (peso del higado/ peso corporal x 100)
y el peso relativo del tejido adiposo materno (peso tejido adiposo abdominal/peso
corporal x 100). Los tejidos fueron conservados a -80°C para los distintos ensayos o

fueron fijados con formaldehido al 4% para histologia.

Entonces, para la primera parte de la tesis se utilizo el modelo experimental hasta
el dia 21 de gestacion, teniendo 4 grupos experimentales: un grupo control con vehiculo
(CT, n=8), un grupo control con el tratamiento materno oral con butirato de sodio (CTB,
n=6), un grupo de dieta grasa con vehiculo (DG, n=7) y un grupo de dieta grasa con el

tratamiento materno oral con butirato de sodio durante la gestacion (DGB, n=7).

Disefio experimental modelo programacion.

Por otro lado, para el modelo de programacion, 15 ratas de 6 semanas de edad
fueron separadas en 2 grupos: 5 ratas formaron parte del grupo CT y 10 ratas formaron
parte del grupo DG, alimentadas con la dieta rica en grasas saturadas al igual que en el
modelo gestacional. Como se explica en la seccion de resultados, de acuerdo a la ausencia
de efectos del butirato en las gestantes del grupo control, se decidi6 seguir s6lo con tres
grupos experimentales: CT, DG y DGB. Se mantuvo respectivas dietas durante 8
semanas, registrando los pesos de las ratas y del consumo de alimento. En este momento,
cuando las ratas presentaban un sobrepeso adecuado, ambos grupos fueron apareados con
machos CT de 10 semanas de edad. La observacion de espermatozoides en el extendido
vaginal determin¢ el dia 1 de gestacion. El 87% de las ratas quedaron prefiadas dentro de

los diez dias de apareo. Las ratas que no fueron prenadas dentro de los 20 dias fueron
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excluidas del experimento. A un grupo de ratas prefiadas del grupo DG se les administrd
oralmente vehiculo (agua, tanto al grupo CT como al DG) o butirato de sodio 3%
(g/100g de alimento, grupo DGB) diariamente durante toda la gestacion. Los
tratamientos dietarios continuaron a lo largo de la prefiez. Se registraron los pesos de las
ratas y del alimento durante toda la gestacion. Se dejo nacer a la descendencia, ajustando
la camada a 4 hembras y 4 machos al dia 2 postnatal. Durante la lactancia se continud
alimentando a las madres con respectivas dietas. A partir del dia 2 postparto, se continud
el tratamiento oral con butirato de sodio durante toda la lactancia al grupo DGB, 3 veces
por semana en una concentracion de 1% (g/100g de alimento). La reduccion de dosis y
frecuencia se debe a la disminucion del peso post parto, que no guarda relacion con la
ingesta, a la proteccion del cuidado de las crias y a trabajos citados en bibliografia (Zhou
et al., 2016). Los grupos CT y DG también recibieron el vehiculo (agua) en la misma
frecuencia y volumen. Se registraron los pesos de las crias durante la lactancia y la

distancia ano-genital (Esquema 9).

Al dia 21 post natal se realizo el destete. A partir de este momento la descendencia

de todos los grupos experimentales comenzé a alimentarse con una dieta estandar.

Obtencion de los tejidos maternos al destete.

Luego del destete se les practicod la eutanasia a las madres, los animales fueron
anestesiados en una cabina de COz y luego se decapitaron, y se colecto la sangre materna
para obtener el suero. Se realiz6 una incision abdominal para obtener los tejidos maternos:
el higado, intestino, tejido adiposo y colon, tanto para esta tesis como para otros proyectos
(Esquema 9). Se registro la glucemia, la longitud y el peso de las madres y de los tejidos,
y se calculd el indice hepatico y el peso relativo del tejido adiposo, al igual que en las
madres al dia 21 de gestacion. Los tejidos fueron conservados a -80°C para los distintos

ensayos o fueron fijados con formaldehido al 4% para histologia.

Obtencion de los tejidos de la descendencia a los 140 dias de edad.

Luego del destete, la descendencia comenzo6 a alimentarse por si misma con una

dieta comercial estandar. Se registré el peso de la descendencia a lo largo del
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experimento, hasta que llegaron a su adultez y se les practico la eutanasia a los 140 dias
de edad (Esquema 9). A la descendencia hembra se les evalu6 el ciclo estral durante 2
semanas previas a la eutanasia y se les practico la eutanasia estando en metaestro o
diestro. El dia de la eutanasia se les evalud la glucemia en ayunas utilizando tiras reactivas
para medicion de glucosa en sangre mediante un glucometro FreeStyle (Abbott
Laboratories). Los animales fueron anestesiados en una cabina de CO: y luego se les
practico la eutanasia por decapitacion, y se colecto la sangre en tubos con heparina para
la recoleccion de plasma. Al realizar la incision abdominal, se obtuvieron los higados,
intestinos, colon, gonadas y tejido adiposo de la descendencia, registrando la longitud,
contorno, los pesos corporales y de los tejidos para calcular el indice hepatico y el peso
relativo del tejido adiposo de la descendencia para esta tesis y otros proyectos. Los tejidos
fueron conservados a -80°C para los distintos ensayos o fueron fijados con formaldehido
al 4% para histologia. Entonces, para la segunda parte de la tesis se utilizé el modelo de
programacion, teniendo 3 grupos experimentales: un grupo control con vehiculo (CT,
n=5), un grupo de dieta grasa con vehiculo (DG, n=4) y un grupo de dieta grasa con el
tratamiento materno oral con butirato de sodio durante la gestacion y lactancia (DGB,

n=4).
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Esquema 9: Modelo experimental de sobrepeso materno para la obtencion de suero y tejidos maternos al
destete, y plasma y organos de la descendencia a los 140 dias de edad, provenientes del grupo de ratas
control (CT), del grupo de ratas de dieta grasa (DG) y del grupo de dieta grasa tratadas con butirato (DGB).
El niimero 1 en el esquema representa el momento en el que se realizo la eutanasia de las madres al destete
y el nimero 2 representa el momento en el que se realizd la eutanasia de la descendencia a los 140 dias de
edad.

3.2 Parametros reproductivos.

Con la ayuda de los miembros del Laboratorio de Endocrinologia Reproductiva,
con quienes comparti lugar de trabajo en los ultimos afios de mi tesis, evaluamos distintos

parametros reproductivos.

En la descendencia hembras se evalu6 la duracion del ciclo estral 2 semanas antes
de la eutanasia (a partir de los 110 dias de vida en adelante), tomando una muestra del
extendido vaginal y evaluando en que estadio del ciclo estaba cada dia, observandolo bajo
microscopio optico (Olympus CX21, Tokio, Japon) con un aumento 40 X. El ciclo estral
en ratas consta de 4 estadios que se pueden diferenciar segun las células presentes en el
extendido: proestro con prevalencia de células epiteliales redondas y nucleadas, estro

con prevalencia de células epiteliales queratinizadas escamosas sin nicleo, metaestro
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con una mezcla homogénea de los 3 tipos celulares (leucocitos, células epiteliales

nucleadas y queratinizadas), y diestro con prevalencia de leucocitos (Cora et al., 2015).

En la descendencia macho de 140 dias de edad se registro la longitud y el peso de
los testiculos y de los epididimos, y se calcul6 el indice testicular y epididimal mediante
la relacion entre el peso testicular o epididimal medio y el peso corporal, multiplicado por

100.

Por otro lado, se realizo el recuento espermatico y la motilidad espermatica. Para
esto se recuperaron los espermatozoides de la cauda del epididimo, utilizando 7 ml de
PBS (0,05 M, pH 7,4) y precalentado a 37°C. Se procedi6 a realizar cortes en el epididimo
para permitir la liberacion de los espermatozoides motiles por medio de la técnica “swim
out”, y se incubaron a 37°C por 15 minutos. Asi se obtuvo una suspension homogénea de

espermatozoides de cada animal para la realizacion del recuento y motilidad.

Recuento espermatico: se realizo una dilucion 1:3 de la suspension de espermatozoides y

se determind la concentracion de los mismos utilizando la camara de Neubauer. Para
ellos, se colocod 10 pl de la suspension diluida en cada compartimiento de la camara y se
observd bajo microscopio con un aumento de 40X para contar el nimero de
espermatozoides. Se corrigio el valor por el factor de dilucion y se expresaron los

resultados como millones de células/ml.

Recuento espermatico = media de los recuentos de los dos compartimientos X factor de

dilucion

. .. volumen inicial volumen final
Factor de dilucion = ( ) ( ! )

volumen transferido para la dilucion 4x10—6 x n3cuadrados

Motilidad espermaética: se determiné visualmente bajo microscopio Optico, con aumento

40 X, y utilizando una platina térmica a 37 °C para la mantencion con vida de las células.
Para ello se utiliz6 una alicuota de la suspension original de espermatozoides y se

analizaron 200 espermatozoides por duplicado por ejemplar que se clasificaron en:
A: Espermatozoides moviles
B: Espermatozoides inmoéviles

Los resultados se expresaron como la media del porcentaje de motilidad espermatica: A

x 100/200 + SEM.
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3.3 Analisis bioquimicos en suero materno y plasma
fetal y de la descendencia de 140 dias de edad.

Se utilizaron kits comerciales (Wiener lab., Rosario, Argentina) para evaluar en
plasma de madres al dia 21 de gestacion, de fetos, de la descendencia de 140 dias de edad
y en suero de madres al destete los niveles de triglicéridos, colesterol, bilirrubina total,
albumina (inicamente en el caso de suero), y las actividades de la fosfatasa alcalina (ALP)
y ambas enzimas hepaticas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa
(AST). Para todos, se sigui6 el protocolo sugerido por el fabricante, con algunas
modificaciones, que a continuacion se detallan. Estos analisis se realizaron en todos los
grupos de los distintos modelos experimentales. En el caso de la actividad ALP, AST y
ALT, en algunos grupos no se pudo realizar ya que los plasma perdieron la actividad al

momento que pudimos medirla, ya que habia pasado bastante tiempo.

Trigliceridemia: Se utilizo el kit TG Color (Cod. #1780107) que se basa en un método

enzimatico para la determinacion de triglicéridos en suero o plasma. Para el mismo,
utilizamos 5 pl de muestra (plasma o suero) o 5 pl de estandar y le agregamos 200 pl del
reactivo provisto. Se incubd 5 minutos a 37°C y se leyd en espectrofotdmetro a 505 nm.

Los resultados se expresan como concentracion de triglicéridos en g/l1.

Colesterolemia: Se utilizo el kit Colestat enzimatico AA linea liquida (Cod. #1220114)
que se basa en un método enzimatico para la determinacion de colesterol en suero o
plasma. Para el mismo, utilizamos 5 pl de muestra (plasma o suero) o 5 pl de estandar y
le agregamos 200 pl del reactivo provisto. Se incubd 5 minutos a 37°C y se ley6 en
espectrofotometro a 505 nm. Los resultados se expresan como concentracion de colesterol

en g/l.

Bilirrubina total: La bilirrubina, compuesto de degradacion de la hemoglobina, es captada

por el higado para su conjugacion y excrecion en la bilis. Las alteraciones hepatocelulares
u obstrucciones biliares pueden provocar hiperbilirrubinemias. Utilizamos el kit
Bilirrubina total AA (Cod. #1120005) que utiliza un método DPD para la determinacion
de bilirrubina total en suero o plasma. Para esto, utilizamos 5 pl de muestra con 160 pl
del reactivo B provisto y 40 ul del reactivo de trabajo provisto. Se incuba 10 minutos a
temperatura ambiente y luego se mide en el espectrofotometro a 546 nm. Se utiliza el

calibrador A plus y realiza tanto el blanco de la muestra como el blanco del calibrador,
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necesario para calcular la concentracion. Los resultados se expresan como mg/l de

bilirrubina total.

Albumina: La hipoalbuminemia ocurre en condiciones patologicas tales como pérdida
excesiva de proteinas en el sindrome nefrdtico, desnutricion, infecciones prolongadas,
quemaduras severas. Otras causas son disminucion en la sintesis por una dieta deficiente,
enfermedad hepatica o malabsorcion. Utilizamos el kit Albumina AA (Cod. #1690008)
que utiliza un método colorimétrico para la determinacion de albimina en suero. Para el
mismo, utilizamos 5 pl de muestra y le agregamos 200 pl del reactivo provisto. Luego de
10 minutos se lee en un espectrofotometro a 625 nm. Los resultados se expresan como

g/dl, utilizando un calibrador A plus para obtener la concentracion de albumina.

Actividad fosfatasa alcalina: La fosfatasa alcalina es una enzima ampliamente distribuida

en el organismo. Hidroliza los monoésteres del acido ortofosforico en medio alcalino.
Fisiologicamente hay un aumento que se produce al final del primer trimestre del
embarazo, a expensas de la isoenzima placentaria que en éste periodo alcanza niveles
maximos. Utilizamos el kit ALP 405 AA linea liquida (Cod. #1009809) que utiliza un
método cinético optimizado (DGKC y SSCC) a 405 nm, para la determinacién de
fosfatasa alcalina. Para el mismo, utilizamos 5 pl de muestra con 200 ul del reactivo
provisto llevado previamente a 37°C. Luego de 20 segundos, comentamos a leer en el
espectrofotometro a 405 nm 10 veces cada 1 minuto. Los resultados se expresan de la

siguiente forma: Fosfatasa alcalina (U/1) a 405 nm = AA/min x 5.460

Actividad alanina aminotransferasa: La alanina aminotransferasa (ALT o GPT) es una

enzima unilocular (citoplasmatica) cuya mayor actividad se localiza en el tejido hepatico.
La destruccion o cambio de permeabilidad de las membranas celulares provoca la
liberacion de ALT a la circulacion sanguinea. Los mayores aumentos de actividad ALT
en suero, se producen como consecuencia de alteraciones hepaticas. Utilizamos el kit
GPT (ALT) AA (Cod. #1761351) que utiliza un método UV optimizado (IFCC) para la
determinacion de alanina aminotransferasa (GPT/ALT) en suero o plasma. Para esto, se
tomaron 5 pl de la muestra y se le agrego 200 pl del reactivo provisto llevado previamente
a 37°C. Luego de 1 minuto se comenzo6 a medir la absorbancia en el espectrofotometro a
340 nm 10 veces cada 1 minuto. Los resultados se expresan de la siguiente forma: GPT

(U/1) = AA/min x factor
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Actividad aspartato aminotransferasa: La aspartato aminotransferasa es una enzima

bilocular (citoplasmatica y mitocondrial) ampliamente difundida. Se encuentra en mayor
concentracion en higado y corazon. Cualquier alteracion de estos tejidos produce un
aumento en los niveles de AST circulante. Utilizamos el kit GOT (AST) AA (Cod.
#1751351) que utiliza un método UV optimizado (IFCC) para la determinacion de
aspartato aminotransferasa (GOT/AST) en suero o plasma. Para esto, se tomaron 5 pl de
la muestra y se le agregd 200 ul del reactivo provisto llevado previamente a 37°C. Luego
de 1 minuto se comenzo6 a medir la absorbancia en el espectrofotometro a 340 nm cada 1
minuto 10 veces. Los resultados se expresan de la siguiente forma: GOT (U/l) = AA/min

x factor

Niveles de IL-1f circulante: Utilizamos el kit para desarrollo del ELISA sandwich para
IL-1B de rata (Cod. LS-F31392, LSBio). Medimos cuantitativamente los niveles

circulantes de IL-1f3 en el plasma de las ratas gestantes al dia 21 de gestacion y en el suero
de las ratas gestantes al destete provenientes del grupo CT, DG y DGB, siguiendo el
protocolo sugerido por el fabricante. Para eso, se prepararon las placas con el anticuerpo
de captura y se agregaron 100 pl de las muestras y los estandares a la placa por 2 horas a
temperatura ambiente. Al quitar el sobrenadante y luego de 4 lavados, se agrego 100 ul
del anticuerpo de deteccion por 2 horas a temperatura ambiente. Luego de aspirar cada
pocillo y lavar 4 veces, se agreg6d 100 pl del conjugado avidina-HRP a cada pocillo por
30 minutos a temperatura ambiente. Por ltimo, luego de aspirar cada pocillo y lavar 4
veces, se agregd 100 ul de la solucion de sustrato ABTS para el desarrollo del color. Se
monitore6 el desarrollo del color con un lector de placas cada 5 minutos por 50 minutos
a 405nm con correccion de longitud de onda ajustada 650nm. Los resultados se expresan

como pg/ml.

3.4 Determinacion de proteinas.

Para distintas técnicas que seran explicadas mas adelante se utiliza la
concentracion de proteinas de las muestras para normalizar las mediciones. La
determinacion de proteinas de las muestras fue realizada segun la técnica descripta por

Bradford (Bradford, 1976). En primer lugar, se realiz6 una prueba de la dilucion de las
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muestras para definir la que entra en la curva de calibracion, utilizando una mezcla de
algunas muestras. Se tomo6 una alicuota del tejido homogeneizado correspondiente segiin
la técnica y se realiz6 una dilucion en solucion salina dependiente del tejido (de 1:20 para
tejido hepatico y 1:15 para placentas). Se tomaron 5 pl de la diluciéon y se mezclaron con
500 pl de solucion de reactivo de Bradford (en una concentracion 1:5 en solucidn salina,
Bio-Rad). La concentracion proteica de la muestra se calculé mediante la comparacion
de la absorbancia obtenida con una curva de -calibracion realizada utilizando
seroalbimina bovina (BSA) en diferentes cantidades, como curva estandar. En tubos de
vidrio se preparé la curva colocando las distintas cantidades de BSA (0 pg, 2 pg, 4 pg, 6
pg, 8 ug, 10 pug, 12 pg, 14 pg, 16 pg, 18 pg, 20 pug) y se le agrego 1000 ul de reactivo de
Bradford. Se colocd 200 pl de cada tubo de reaccion (con muestra y con de todos los
puntos de la curva) en una placa de 96 wells. Cada muestra fue sembrada por duplicado
para minimizar errores. Luego de 5 minutos se determind la absorbancia de cada muestra

a una longitud de onda de 595nm.

3.5 Determinacion del contenido lipidico en placentas e

higados mediante cromatografia en capa delgada
(TLC).

Extraccion lipidica.

Con el fin de analizar los niveles lipidicos en el tejido hepatico y placentario, se
realizo la extraccion de lipidos por el método Bligh-Dyer (Bligh and Dyer, 1959). Para
esto se utilizo explantos de higado materno al dia 21 de gestacion y al destete, higado
fetal, higado de la descendencia a los 140 dias de edad y placentas al dia 21 de gestacion,
de todos los grupos en estudio. De cada muestra se tomaron 100 mg de tejido y se
homogeneizaron en 1 ml de PBS (K;HPO4 1.5 g/l, KH2PO4 0.2g/1, NaCl 7.75 g/l). Se
separo una alicuota para calcular la concentracion de proteinas para luego normalizar los
resultados (método de Bradford, seccion 3.4). Se tomaron 500 pl del homogenato y se
realizaron dos rondas de extraccion organica con 3,5 ml de la solucién Bligh-Dyer

(Cloroformo:Metanol 1:2). Al volumen de la extraccion se le agregd 1 ml de cloroformo
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y 1 ml de agua. Luego de la centrifugacion se formaron dos fases: una superior acuosa
(MeOH:H20) y una inferior cloroformica (CHCI3). Se descart6 la fase superior y se
evaporo6 al vacio la fase organica. Se reconstituy6 el residuo con 1 ml de solucion Bligh-

Dyer. Se conservo a -20 °C para su posterior analisis.

Cromatografia en capa delgada (TLC).

Se tomo una alicuota de 200 pl de cada extracto de lipidos y se evaporé a vacio.
Cada una fue reconstituida en 25 pl de solucion Bligh-Dyer y sembrada con un capilar en
placas de TLC Silica gel 60 (Merck), lavadas previamente con metanol. De la misma
manera, junto con las muestras, se sembro una curva estandar de cantidades conocidas de
las distintas especies lipidicas a analizar. Cada placa se desarrolld con una solucion
hexano: éter: acido acético 80:20:2 para el desarrollo de lipidos neutros, se dejo secar y
se reveld con vapores de yodo para observar los niveles de las distintas especies lipidicas.
El yodo se combina con las moléculas hidrofébicas, evidenciando la presencia de los
lipidos por la aparicion de manchas marrones. En la placa se puede observar la movilidad
de los lipidos segun la polaridad, a menor polaridad, mayor movilidad (Fig. 1). Luego,
las placas fueron digitalizadas y analizadas por densitometria con el programa Image J.
Los valores obtenidos representan una relacion de la intensidad y el area de las manchas.
Estos valores se refirieron a la curva estandar de cada especie lipidica y los resultados se
expresaron como pg de lipido/mg de proteina. Las especies lipidicas analizadas fueron

fosfolipidos, colesterol, acidos grasos libres, triglicéridos y ésteres de colesterol (Fig. 1).
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Figura 1: Placa de silica para TLC sembradas con muestras y estandares, observandose la

movilidad de las distintas especies lipidicas segun la polaridad.

3.6 Determinacion de niveles de ARN mensajero de
genes involucrados en el metabolismo de lipidos.

Extraccién de ARN.

Para la extraccion del ARN mensajero se utilizd el reactivo RNAzol® RT
(Molecular Research Center), segiin las recomendaciones del fabricante. Para esto, 100
mg del tejido se homogeneizaron (explantos de higado materno al dia 21 de gestacion y
al destete, higado fetal, higado de la descendencia a los 140 dias de edad y placentas al
dia 21 de gestacion) en | ml de RNAzol® RT. El homogenato fue separado en fase acuosa
y organica por adicion de 0,4 ml de H>O y posterior centrifugacion, precipitando el ADN
y las proteinas. El ARN permanece exclusivamente en el sobrenadante, por lo tanto, la
fase organica fue descartada. Luego se precipitoé el ARN por el agregado de 0,4 ml de
etanol 75%, dejandolo a temperatura ambiente por 10 minutos y centrifugandolo. Se
realizaron dos lavados con etanol 75% y finalmente se solubilizé en agua estéril libre de

ARNasas. Se guard6 a -80°C para su posterior analisis.
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La concentracion de ARN presente en cada muestra fue cuantificada mediante un
espectrofotometro NANODROP 1000 (Thermo Scientific), midiendo la absorbancia a
260 nm. La pureza y la presencia de contaminantes de los extractos de ARN se determino
midiendo las relaciones de absorbancias 260/280 y 260/230 nm, utilizando unicamente

las muestras que posean ambas relaciones de 2+0,1.

Sintesis de ADN complementario.

A partir del ARN se sintetizo el ADN complementario (¢cDNA) por transcripcion
reversa. Para esto se tomaron 4ug del ARN extraido y se coloco en una primera mezcla
de reaccion que contiene cebadores hexameros al azar (Random Primers, Promega). Se
coloco en un termociclador durante 5 minutos a 70°C para desarmar estructuras
secundarias y permitir el acceso de los cebadores a las cadenas de ARN mensajero. Luego
se le adiciona una segunda mezcla de reaccion que contiene la enzima M-MLV
(transcriptasa reversa, Promega), los dNTPs (Invitrogen) y el buffer comercial
correspondiente a la enzima (Promega). En esta segunda etapa, se utilizo6 una temperatura
de 37 °C durante 60 minutos para sintetizar el cDNA, seguida de 70°C por 15 minutos
para inactivar la MMLYV vy linealizar el cDNA. El cDNA fue congelado a -20°C para su

posterior analisis.

Amplificacion.

Se realiz6 la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) de los
genes involucrados en el metabolismo de lipidos y en la respuesta inflamatoria. Para esto,
se utiliz6 como ADN molde el cDNA sintetizado anteriormente de todos los grupos en
estudio. Una dilucion del cDNA fue amplificada por PCR en tiempo real en una mezcla
de reaccion que contiene dNTPs (Biocientifica), enzima GoTaq Polimerasa (Promega),
el intercalante fluorescente Eva Green 20X (Biotium) y el par de cebadores especifico
(ThermoFisher). El seguimiento en tiempo real de la cuantificacion por fluorescencia de

los productos de amplificacion se realizo en un CFX96 Touch Real-Time PCR (Bio-Rad).
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Las secuencias de cebadores especificos para los genes de interés fueron disenadas

con el Primer Blast, seguido de comprobar su eficiencia con OligoCalc. Para el disefio de

los mismos, se selecciond con preferencia el par de tal manera que se amplificara una

region del ARNm que abarque al menos una secuencia intronica para no amplificar

posibles contaminaciones con ADN gendmico, que el tamafio del producto sea menos a

200 pb, que posea idealmente 60% G+C, que en el extremo 3" posea una G o una C, entre

otros criterios. En la Tabla 3 se muestran las secuencias utilizadas, junto con la

temperatura de melting Optima para cada uno, calculadas con la formula (1) por cebador.

Tm=4x(G+C)+2x(T+A4A)

(M

Gen/Cebador Sentido (5°-3") Anti-sentido (5°-3") Tm
Acaa2 GCCGCCACACTATTAAGGCT CGCTTCGCAGCAACGATAAA 60°C
Accl CCAGACCCTTTCTTCAGCAG AGGACCGATGTGATGTTGCT 60 °C
Aco CCAATCACGCAATAGTTCTGG CGCTGTATCGTATGGCGAT 60°C
Ahr GTCCATGTACCAGTGCCAGG GCTCAAGTCTGCCGAGTAGG 64°C
B2uG CCGTGATCTTTCTGGTGCTT ATTTGAGGTGGGTGGAACTG 60°C
Cd36 CGAAGGCTTGAATCCTAACGAA CCGATGGTCCCAGTCTCATT 64°C
Cpt-1 AGGTCTGGCTCTACCACGAT CGTGCAAAATAGGTCTGCCG 62°C
Cyp4al CGACACAGCCACTCATTCCT AGCACAAGTCGTGGTAAGGG | 62°C
Fasn TCGAGACACATCGTTTGAGC CCCAGAGGGTGGTTGTTAGA 60°C
Fabp5 ATTGTTCATGACGCACTCCA CTTGCACCTTGGGAGAGAAG | 60°C
Fatp-1 CGCTTTCTGCGTATCGTCTG AAGATGCGTGGGATCGTGTC 62°C
Hadha ATTGGCAGTCTCAGTCGCTT AGAAGTTGTAAAGCTGTGGCA | 60°C
11-18 CCTGCATCACACAGAGACCTT TGGAGCAGGCAGCTAGGATT 64°C
L32 TGGTCCACAATGTCAAGG CAAAACAGGCACACAAGC 54°C
Lipg TCTATTGTTGCTTCCCGGCG CGGTGGGTTTATGGTGCTCA 62°C
Lpl CCCTAAGGACCCCTGAAGAC GGCCCGATACAACCAGTCTA 62°C
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Lxra AGTGTAACAGGCGCCTCCTTC CCAGCTCAGTAAAGTGGGCA | 62°C
NIrp3 CGTGTTGTCAGGATCTCGCA AGCACAGTGAAGTAAGGCCG 60°C
Plin2 CAAAAGGGCCAGGAGACCAT | GTATGTGACTCGATGTGCTCAG | 64°C
Pparg CCCTGGCAAAGCATTTGTAT ACTGGCACCCTTGAAAAATG 58°C
s18 CGGCTACCACATCCAAGGAA GGGCCTCGAAAGAGTCCTGT 62°C
Sod2 ACTCAGGTTGCTCTTCAGCC CCTTGGACTCCCACAGACAC 64°C
Srebp-1c TAACCTGGCTGAGTGTGCAG ATCCACGAAGAAACGGTGAC 62°C

Tabla 3: Secuencias de cebadores utilizados para RT-qPCR, Tm: temperatura de melting
optima por gen.

La dilucién de cDNA utilizada fue seleccionada mediante la realizacion de una
curva de concentracion de cDNA, que consistio en la amplificacion de diluciones en serie
del cDNA de interés. Se corrobor6 que la eficiencia de amplificacion de la curva fuera de
1+0,2 y se seleccionod un valor de dilucion que se encuentre dentro del rango de eficiencia
de todos los genes en estudio, dentro del rango lineal de amplificacion. La concentracion
de cebadores y la temperatura de apareamiento y extension se seleccionaron de manera
que no se observara dimeros de cebadores y que las curvas tengan un comportamiento
exponencial llegando a una meseta. En la Tabla 4 se observa el programa utilizado para
todas las amplificaciones, variando tinicamente la temperatura de melting especifica para

cada gen, presentadas en la tabla anterior.

Programa Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Holding 95 5 minutos 1
Cycling 95 10 segundos 40

Tm 15 segundos
72 20 segundos

Tabla 4: Programa de amplificacion utilizado para los ensayos de RT-qPCR.
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La deteccion directa de los productos de PCR se monitore6 midiendo el
incremento en la fluorescencia resultante de la union del colorante al ADN doble cadena.
Todas las muestras fueron testeadas contra tres genes de referencia, la proteina ribosomal
L32, la cadena liviana del complejo mayor de histocompatibilidad 2-microglobulina
(B2uG), y el ARN ribosomal 18s. Los genes de referencia fueron usados como controles
internos para la normalizacion de datos, procedimiento necesario para la correccion de
las variaciones entre muestras en calidad y cantidad de cDNA. Se utiliz6 como control

negativo la amplificacion de la mezcla de reaccion sin cDNA.

El analisis de los resultados se proceso en el programa Bio-Rad CFX Maestro. La
cuantificacion de los niveles de ARN mensajero de los genes blanco fue realizada
mediante un analisis por el método 222, El método 222 se utiliza para calcular los
cambios relativos en la expresion génica determinada a partir de experimentos de RT-
gPCR. De esta manera, se evaluaron los resultados como cantidad de copias de ARN
mensajero del gen de interés con respecto al grupo control (ambos relativizados a la media
geométrica de los genes de referencia) (Livak and Schmittgen, 2001). El Ct (del inglés
cycle threshold, cuya traduccion es ciclo umbral) representa la interseccion del valor del
eje X (nimero de ciclos) con el umbral estipulado automaticamente por el programa, de
las curvas de amplificacion que brinda el programa. Al utilizar tres genes de referencia,
se calculd la media geométrica para las comparaciones del gen de interés y los genes de

referencia. Los resultados se expresaron en unidades arbitrarias de fluorescencia.

3.7 Determinacion de niveles proteicos mediante
Western blot.

Se homogeneizé 100 mg de tejido (explantos de placentas al dia 21 de gestacion
de los grupos CT, DG y DGB) en 1 ml de buffer D (250 mM de sucrosa en 10 mM de
buffer Hepes-Tris, agregando inhibidor de proteasas (1:100)), siempre en hielo. Se
fracciond el homogenato para su conservacion a -80°C, separando una alicuota para la
medicion de la concentracion de proteinas por el método de Bradford (Seccion 3.4). Para
la evaluacion de los niveles de proteinas mediante la técnica de Western blot (Federici et

al., 2001) se tom6 de cada muestra una alicuota de volumen equivalente a 70 pug de
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proteinas, y se diluy6 en buffer muestra 4X (Trizma base 10 mM, SDS 2%, glicerol 10%,
azul de bromofenol 0.06%, B-mercaptoetanol 5%). Antes de la siembra, las muestras se
llevaron a un bafo térmico de 99°C durante 5 minutos con el objetivo de desnaturalizar

las proteinas.

Se sembraron las muestras en un gel de poliacrilamida al 12% para separar las
proteinas por SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sodico) en condiciones desnaturalizantes. La electroforesis se realizd en amperaje
constante, 20 minutos a 40V, 30 minutos a 100V y 45 minutos a 150V. En una de las
calles se sembr6 el marcador de peso molecular Rainbow (GE Healthcare). Al finalizar
la electroforesis, los geles fueron lavados en buffer de transferencia (Trizma base 20 mM,
glicina 150 mM, metanol 20%, pH 8.8), con el objeto de eliminar el SDS remanente. Se
trasfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa de 0,2pum (Trans-Blot Turbo

Mini Nitrocellulose Transfer Membrane, BioRad).

Para corroborar la eficiencia de la carga y de la transferencia, las membranas
fueron coloreadas con Rojo Ponceau. Luego las membranas fueron bloqueadas durante
60 minutos con solucion de bloqueo (1% de BSA en TBS: Trizma base 25 mM, NaCl
136.7 mM, KCI 2.68 mM, pH 7.4) y posteriormente incubadas con el anticuerpo primario
correspondiente (Tabla 5) durante 24 horas en camara fria a 4°C y en agitacion. Tras
realizar tres lavados con TBS-Tween para eliminar el anticuerpo que no se unio
especificamente, se incubaron las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente y en
agitacion con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 5). Nuevamente se
realizaron los lavados y se procedio a detectar la sefial de quimioluminicencia al agregar
el kit comercial Pierce® ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific). Las
membranas fueron reveladas en un equipo disefiado para la adquisicion de imagenes de
quimioluminiscencia, GeneGnome XRQ (Syngene). Se realiz6 un control negativo
incubando una calle tinicamente con el anticuerpo secundario, omitiendo el anticuerpo

primario.

Mediante este ensayo se midio la expresion de proteinas involucradas en el
transporte de lipidos (FABP4), en la incorporacion dentro de la célula de lipidos (CD36),
y en la formacion de gotas lipidicas (PLIN2). A continuacion, en la Tabla 5 se muestran

los anticuerpos primarios y secundarios de las proteinas de interés.
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Anticuerpo primario Tipo/Especie en
(peso molecular) o donde se desarrollo ) ) L
Diluciéon Anticuerpo secundario Dilucion
Anti-CD36 (88 KDa)
(Santa Cruz) . )
1:100 Monoclonal/raton Contra raton (Jackson) 1:10000
Anti-FABP4 (15 KDa)
(GeneTex) . . .
1:500 Policlonal/conejo Contra conejo (Jackson) 1:5000
Anti-Plin2 (48 KDa)
(LifeSpan BioSciences) . ,
1:250 Monoclonal/raton Contra raton (Jackson) 1:10000
Anti-Actina (42 KDa)
(Sigma) so0 | b . . ,
: oliclonal/conejo Contra conejo (Jackson) 1:5000

Tabla 5: Anticuerpos utilizados para los ensayos de Western Blot.

En los casos en los que la misma membrana se utilizd para determinar dos
proteinas diferentes, como es el caso de la actina, la membrana fue sometida a remocion
del anticuerpo primario mediante un “Harsh Stripping”. El buffer se prepara con 20 ml
de dodecilsulfato sodico 10% (SDS 10%), 12.5 ml de Tris HCI pH 6.8 0.5M, 67.5 ml de
agua bidestilada y 0.8 ml de B-mercaptoetanol. Se incubaron con el buffer por 1 hora a
50°C y luego lavar tres veces durante 10 minutos con TBS-Tween a temperatura
ambiente. Luego de este proceso la membrana fue incubada con solucion de bloqueo

durante 60 minutos y con el anticuerpo primario de la segunda proteina a detectar.

La intensidad de las bandas fue analizada empleando el programa Image J,
teniendo en cuenta tanto la superficie como a la intensidad de las mismas, expresandose
en unidades densitométricas arbitrarias relativas al control, luego de normalizarlo segun

el valor densitométrico correspondiente a la actina.
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3.8 Lipoperoxidacion, ensayo TBARS.

Los niveles de peroxidacion lipidica se evaluaron mediante en ensayo de las
sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS). La principal sustancia reactiva al
acido tiobarbiturico (TBA), el malondialdehido (MDA), es un dialdehido de tres carbonos
altamente reactivo, generado como uno de los principales bioproductos de la peroxidacion
de acidos grasos poliinsaturados y también durante el metabolismo del &cido
araquidonico para la sintesis de prostaglandinas (Janero, 1990; Marnett, 1999). En este
ensayo, se cuantifica el MDA. Para esto, 120 mg de tejido (explantos de higados maternos
al dia 21 de gestacion, al destete y de higados de la descendencia de 140 dias de edad, de
los grupos CT, DG y DGB) se homogenizaron con 1ml de buffer TRIS-HCL 0.1M pH7.4.
Se separ6 una alicuota para la medicion de proteinas por el método de Bradford (seccion
3.4) y se centrifug6 el homogenato restante a 15.000 rpm por 20 minutos. A 500 ul de
sobrenadantes se le agregé 500 pl de acido tricloroacético 40% (TCA) y se agitd para
precipitar las proteinas. Se centrifugd 15 minutos a 3.000 rpm y se transfirio 900 pl de
sobrenadante a otro tubo y se le agregd 500 pl de TBA. Luego de agitar, se llevo a
ebullicion en un bafio térmico a 100°C durante 15 minutos. Pasado este tiempo, se frena
la reaccion enfriandolo con hielo. Se colocd 200 pl en una placa de 96 wells y se leyo la
absorbancia a 540 nm. El mismo procedimiento se realizd con concentraciones seriadas
de MDA desde 0,625 nmoles/ml a 10 nmoles/ml, para realizar la curva estandar de MDA,
y también con agua como blanco. Los resultados se expresaron como nmol de TBARS/mg

de proteinas.

3.9 Analisis estadistico.

Los datos se presentan como la media =+ error estindar medio (SEM). Se utiliz6 el
software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, Inc) para los analisis estadisticos.
Para la eleccion de una prueba paramétrica o no paramétrica se corroboraron los supuestos
de normalidad y homogeneidad de las varianzas mediante el test de Shapiro-Wilk y el test
de Levene. En caso de comprobar los supuestos, se compararon los grupos realizando las

pruebas paramétricas ANOVA de un factor o ANOVA de dos factores y los post-test
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Tukey, Bonferroni o Holm-Sidak, dependiendo si se compararon 3 grupo o 4 grupos. En
el caso de no pasar los supuestos, se realizaron pruebas no paramétricas. Ademas, se
realiz6 el analisis de correlacion para evaluar si habia relacion entre dos variables, y las
que fueron significativas se evaluo su relevancia biologica y se agrego a los resultados.
En todos los casos, las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando

el p-valor < 0,05. Unicamente se descartaron los datos que el programa considera outliers,
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4. RESULTADOS
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Los resultados de la presente tesis se presentaran en dos partes: la parte A para el
modelo gestacional, siguiendo la prefiez hasta el dia 21 de gestacion; y la parte B para el
modelo de programacion, para lo que dejamos nacer a las crias hasta su adultez a los
140 dias de edad.

De manera previa, observamos alteraciones en la gestante, los fetos y las placentas
de rata con sobrepeso. Durante los estudios en el modelo gestacional, se profundizo el
estudio de dichas alteraciones y se analizo si el tratamiento con butirato era capaz de
atenuar las alteraciones vistas previamente en la descendencia de madre con sobrepeso.
Como se menciono en la Introduccion, la obesidad y dietas ricas en grasas saturadas
disminuyen el contenido colonico de butirato, por lo que no se esperaban efectos no
deseados en las ratas con sobrepeso. De todas formas, administramos butirato a ratas
controles, para evaluar potenciales efectos deseados o no deseados en las progenitoras,
las placentas y los fetos. Por lo tanto, en este modelo tenemos 4 grupos experimentales:
grupo de ratas control (CT), grupo de ratas control tratadas con butirato (CTB), grupo de
ratas alimentadas con dieta rica en grasas (DG) y grupo de ratas alimentadas con dieta
rica en grasas tratadas con butirato (DGB).

Dado que el butirato mostrd no inducir teratogenicidad ni cambios de peso u otros
cambios de relevancia en las ratas al dia 21 ni en los fetos de ratas control, decidimos,
para el modelo de programacion, realizar una camada de animales con 3 grupos
experimentales: grupo de ratas control (CT), grupo de ratas alimentadas con dieta rica en
grasas (DG) y grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas tratadas con butirato

(DGB).
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PARTE A: Modelo gestacional

CAPITULO 1: Efecto del sobrepeso materno por una dieta rica en grasas
saturadas. Caracterizacion del modelo dietario y tratamiento con butirato
durante la gestacion.

Para este trabajo desarrollamos y establecimos un modelo de sobrepeso materno
para el estudio de la descendencia a nivel metabdlico y el potencial efecto protector del
butirato. En trabajos previos observamos que la descendencia de rata con sobrepeso
presenta alteraciones metabolicas, hepaticas e intestinales compatibles con la EHGNA,

incluido el incremento en la permeabilidad intestinal (Heinecke et al., 2024, 2020).

El butirato es, al igual que otros acidos grasos de cadena corta (AGCC), un
producto de la fermentacion de la fibra dietaria por la microbiota intestinal (McNabney
and Henagan, 2017; Parada Venegas et al., 2019). Dado que pacientes con obesidad
desarrollan disbiosis y que poseen menores concentraciones de bacterias productoras de
AGCC, y por lo tanto menores concentraciones de AGCC (Parada Venegas et al., 2019;
Banasiewicz et al., 2020; Zietek et al., 2021; Serena Coppola et al., 2021), decidimos
administrarles directamente un AGCC, butirato, durante la gestacion para evaluar si
podiamos atenuar las alteraciones de la descendencia con una intervencion desde la vida

intrauterina y en sus etapas tempranas del desarrollo.

Tal como se detalla en metodologia (seccion 3 de la presente tesis), ratas hembra
de la cepa albino Wistar se alimentaron con dietas diferenciales a partir de la semana seis
de vida y hasta el dia 21 de gestacion, momento en el cual se le practico la eutanasia a las
ratas de todos los grupos. El grupo CT se conform6 de la siguiente manera: ratas de 21
dias de gestacion alimentadas con dieta estandar y sus fetos. El grupo DG se conformé
de la siguiente manera: ratas de 21 dias de gestacion alimentadas con dieta rica en grasas

saturadas y sus fetos (Esquema 10).
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Esquema 10: Modelo experimental de sobrepeso materno para la obtencion de plasma y tejidos maternos,
y plasma fetal, placentas y 6rganos fetales al dia 21 de gestacion, provenientes del grupo de ratas control
(CT), del grupo de ratas control tratadas con butirato (CTB), del grupo de ratas alimentada con dieta rica
en grasas (DG) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas tratadas con butirato (DGB). El

nimero 1 en el esquema indica el momento en el que se practico la eutanasia.

Peso materno previo a la gestacion.

Se registrd el peso corporal de las ratas CT y DG a partir del inicio del tratamiento
dietario (semana 6 de vida) para estudiar la dindmica de crecimiento de manera previa a
la prefiez. En la semana 11 de vida, luego de 5 semanas de tratamiento dietario, las ratas
del grupo DG presentaron un mayor peso corporal respecto del grupo CT (CT vs DG,
p<0,05) (Fig. 2). Este aumento continu6 hasta la semana 14 de vida, momento en el cual
habian pasado 8 semanas de dieta, y cuando las ratas del grupo DG presentaron un

incremento del 13% en su peso corporal (CT vs DG, p<0,05) (Fig. 2).
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Figura 2. Peso materno previo a la gestacion. Curvas de crecimiento provenientes del grupo de ratas
control (CT, n=14) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=14) a partir de la
semana 6 hasta la semana 14 de vida, previo a la gestacion. Diferencias significativas: *p-valor<0,05 ***p-

valor<0,001 vs. CT. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test Bonferroni.

Tratamiento con butirato durante la gestacion.

Al registrar el dia 1 de gestacion, 6 ratas del grupo CT y 7 ratas del grupo DG,
recibieron un tratamiento oral de 3% de butirato de manera diaria durante toda la
gestacion (CTB y DGB, respectivamente), mientras que las restantes recibieron agua
como vehiculo (Esquema 10). Al dia 21 de gestacion, un dia antes del parto, se les
practico la eutanasia a las madres para la obtencion de las placentas, los fetos y tejidos

necesarios para los posteriores estudios.

Ganancia de peso durante la gestacion. Parametros maternos al dia 21 de
gestacion.

Las ratas del grupo DG comenzaron la prefiez con un 13% de sobrepeso respecto
del grupo CT. La diferencia de peso entre el grupo CT y DG se mantuvo a lo largo de
toda la gestacion (CT vs DG, p<0,05) (Fig. 3A). No encontramos diferencias en la
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ganancia de peso durante la gestacion entre todos los grupos en estudio (Fig. 3B). Al dia
21 de gestacion, dia de la eutanasia, encontramos que los dos grupos alimentados con
dieta rica en grasas presentan un peso mayor a los dos grupos alimentados con dieta
estandar (CT vs DG y CTB vs DGB, p<0,05) (Tabla 6). Asimismo, el tratamiento con

butirato tampoco indujo diferencias de peso materno al dia 21 de gestacion (Tabla 6).
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Figura 3. Peso materno durante la gestacion. A) Curvas de crecimiento y B) ganancia de peso del grupo
de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas control tratadas con butirato (CTB, n=6), del grupo de ratas
alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y
tratadas con butirato (DGB, n=7) durante la gestacion. Test estadistico: Anova de dos factores, post-test

Tukey (CT vs DG). * p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Al dia 21 de gestacion observamos un incremento en el nimero de fetos en el
grupo DG respecto del grupo CT, y en el grupo DGB respecto de los grupos CT y CTB
(CT vs DG, CT vs DGB y CTB vs DGB, p<0,05) (Tabla 6). Llamativamente, el
tratamiento con butirato, tanto en el grupo CT como en el grupo DG, induce una tendencia
a incrementar el nimero de fetos (Tabla 6). No se observaron diferencias significativas
en la proporcion de fetos hembra y machos entre los distintos grupos experimentales
(Tabla 6). Ademas, no observamos diferencias significativas en el nimero de

reabsorciones, aunque pareceria haber una tendencia del tratamiento con butirato a
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disminuir las mismas en el grupo CT (Tabla 6). En cuanto al indice hepatico materno
(peso del higado/ peso corporal x 100), vimos que presentd una disminucion en ambos
grupos de dieta grasa, DG y DGB (CT vs DG y CTB vs DGB, p<0,05) (Tabla 6).
Ademas, observamos que el peso relativo del tejido adiposo abdominal (peso tejido
adiposo abdominal/peso corporal x 100) de las madres a término se encontraba
incrementado tanto en el grupo DG como en el grupo DGB (CT vs DG y CTB vs DGB,
p<0,05) (Tabla 6).

MADRES d21 CT CTB DG DGB
Peso corporal materno (g) 420,0+£7,6 a 426,9+7,6 ab 458,3+7,4bc 477,0£18,0 ¢
Numero de fetos (n) 13,0+0,5 a 14,7+0,6 ab 15,6+0,7 be 17,6+0,6 ¢
Porcentaje fetos hembra (%) 45,8429 a 46,5+4,8 a 48,8+4,0 a 55,5t72 a
Reabsorciones (n) 1,8+0,4 a 0,7+0,3 a 1,1+0,4 a 0,8+0,4 a

Indice hepatico materno (%) 4,1+0,7 a 4,1+0,1 a 3,6:0,1 b 3,5£0,1 b

Peso tejido adiposo materno 2,4+0,06 a 2,5£0,21 a 3,840,39 b 3,9+0,40 b

relativo (%)

Tabla 6. Parametros maternos al dia 21 de gestacion. Peso corporal materno, numero de fetos, porcentaje
de fetos hembra, numero de reabsorciones, indice hepatico materno y peso del tejido adiposo materno
relativo al peso corporal provenientes del grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo ratas control tratadas
con butirato (CTB, n=6), del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de
ratas alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7). Las diferentes letras
representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de dos factores, post test

Bonferroni.

Parametros plasmaticos en la madre al dia 21 de gestacion. Glucemia,
trigliceridemia y colesterolemia.

Evaluamos distintos parametros en el plasma de las madres al dia 21 de gestacion.
No se observaron diferencias significativas en la glucemia a término entre los grupos (Fig.
4A). En cuanto a los lipidos circulantes, observamos un incremento en la trigliceridemia
en el grupo DG (CT vs DG, p<0,05) que fue prevenida por el tratamiento con butirato
durante la gestacion (DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 4B), sin observarse cambios en el grupo

CTB. Ademas, la colesterolemia no present6 diferencias significativas entre los grupos
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(Fig. 4C). Se evaluaron los niveles circulantes de IL-1f en las madres a término, un
marcador de inflamacion a nivel sistémico, y observamos un incremento de los niveles

de IL-1P en el grupo DG (CT vs DG, p<0,05) que fue prevenido por el tratamiento con
butirato (DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 4D).
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Figura 4. Parametros plasmaticos en la rata gestante de 21 dias de gestacion. Niveles plasmaticos de
A) glucosa, B) triglicéridos, C) colesterol y D) IL-1p en ratas gestantes de 21 dias de gestacion del grupo
de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas control tratadas con butirato (CTB, n=6), del grupo de ratas
alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y
tratadas con butirato (DGB, n=7). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los

grupos. Test estadistico: Anova de dos factores, post test Bonferroni (A-C) y Anova de un factor, post test
Tukey (D).
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Parametros fetales al dia 21 de gestacion.

Al dia 21 de gestacion, un dia antes del parto, se les practico la eutanasia a las
madres para la obtencion de los fetos, las placentas y los tejidos fetales, registrando su
peso para evaluar el crecimiento. Observamos que los fetos provenientes de las madres
DG presentaban un mayor peso en ambos sexos, que fue prevenido por el tratamiento
materno con butirato (CT vs DG y DG vs DGB, p<0,05) (Tabla 7). En cambio, los fetos

del grupo CTB no presentaron diferencias significativas respecto al grupo CT (Tabla 7).

Observamos que el sobrepeso materno indujo una disminucion del peso
placentario tanto en el grupo DG como DGB con respecto al control (CT vs DGy CT vs
DGB, p<0,05) (Tabla 7). No observamos diferencias significativas en el indice hepatico
fetal entre los grupos experimentales, pero el peso relativo del intestino fetal present6 una
disminucion en las hembras del grupo DGB respecto del grupo DG y en los machos en el
grupo CTB respecto del grupo CT (DG vs GDB y CT vs CTB respectivamente, p<0,05)
(Tabla 7). Pudimos evidenciar que la disminucion del peso placentario podria estar
relacionada al numero de fetos ya que observamos una correlacion negativa entre ambos

parametros (Fig. 5).

FETOS d21 CT CTB DG DGB
Peso corporal HEMBRA  3,15+£0,06 a 2,9840,04 a 3,384+0,04 b 3,16+£0,07 a
fetal (g) MACHO 3,2340,03 a 3,12+0,08 a 3,50+0,05 b 3,2240,06 a
Peso placenta  ~ HEMBRA  556,9+12,0a 507,8+17,3ab  498,449.8 b  485,7+10,0 b
(mg) MACHO  583,7£10,0a 570,9+232a  513,6497b  481,6£11,0b

Peso higado fetal HEMBRA  9,01+0,11 a 8,53+0,27 a 8,95+0,10 a 8,63+0,21 a

relativo (%) MACHO 8,92+0,12 a 8,31+0,20 a 8,82+0,14 a 8,47+0,31 a

Pesointestino ~HEMBRA  2,78+0,05ab  2,6840,04 ab  2,88£0,08a  2,63+0,04 b

fetal relativo (%) MACHO  2,71+0,04 a 2,46+0,03 b 2,72+¢0,05a  2,62+0,05 ab

Tabla 7. Parametros fetales al dia 21 de gestacién. Peso corporal fetal, peso placentario, peso del higado
e intestino fetal relativo al peso fetal corporal provenientes del grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo
de ratas control tratadas con butirato (CTB, n=6), del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas
(DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7).
Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de dos

factores, post test Holm-Sidak.
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Figura 5. Numero de fetos vs. Peso placentario. Prueba de correlacion entre el nimero de fetos y el peso
placentario al dia 21 de gestacion del grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas control tratadas
con butirato (CTB, n=6), del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de
ratas alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7). Se presenta el R cuadrado, el

R Pearson y el p-valor de la prueba.
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Conclusiones Capitulo 1:

Evidenciamos que la dieta rica en grasas saturadas induce un sobrepeso de 13%

en las ratas de manera previa a la prefiez.

El sobrepeso de las ratas DG se mantuvo durante la gestacion y en el momento de
la eutanasia. Dicho sobrepeso es aparentemente debido al mayor peso del tejido adiposo.
Ademas, observamos un incremento de la trigliceridemia que subraya el efecto de la dieta
sobre la biodisponibilidad de lipidos, importante para el transporte al feto en desarrollo.
El incremento en los niveles de IL-1[3 podria indicar inflamacion a nivel sistémico. El
incremento en la biodisponibilidad de lipidos y en los niveles de IL-1[3 son caracteristicas
de la fisiopatologia de la obesidad y el sobrepeso, y afectan el desarrollo feto-placentario.
Ademas, el sobrepeso materno indujo un mayor peso corporal fetal, un incremento en el

numero de fetos y un menor peso placentario.

El tratamiento con butirato durante la gestacion no tuvo efectos en las madres CT.
No hubo indicadores de algin efecto nocivo para el desarrollo de los fetos y/o efectos

perjudiciales en las madres a nivel macroscopico durante la gestacion.

El tratamiento con butirato durante la gestacion de ratas con sobrepeso logro
prevenir el incremento en la trigliceridemia materna, en los niveles de IL-1p y el
sobrepeso fetal. La prevencion de estas alteraciones podria indicar una mejora en el

programa metabolico de los fetos del modelo en estudio.

En ausencia de efectos indeseados, decidimos continuar estudiando los efectos
adversos del sobrepeso materno y si el tratamiento con butirato lograba prevenir o atenuar

dichas alteraciones tanto en las madres como en los fetos.

96



CAPITULO 2: Efecto del sobrepeso materno y del tratamiento con butirato
durante la gestacion en el higado materno al dia 21 de gestacion.

El higado es un d6rgano central para el metabolismo lipidico. En condiciones de
alteraciones metabdlicas, los lipidos pueden acumularse patolégicamente en distintos
tejidos, entre ellos el higado (Cusi, 2012; Marseglia et al., 2014). Una de las principales
manifestaciones hepaticas en pacientes con obesidad es el higado graso, caracterizado por
presentar acumulacion excesiva de lipidos, vacuolizacion e infiltracion de células
inmunes, entre otras (Mendez-Sanchez et al., 2018). Por otra parte, este 6rgano es clave
en la distribucion de lipidos y es donde se metabolizan sustancias propias y exogenas, y
cobra especial relevancia durante la gestacion. El higado materno metaboliza hormonas
esteroideas y metabolitos fetales, y recibe, metaboliza y esterifica lipidos en lipoproteinas,

que transportan los lipidos al feto en desarrollo.

Debido a que las ratas con sobrepeso presentaban una disminucion del indice
hepatico y un incremento en los niveles de triglicéridos plasmaticos en las madres, y que
el butirato logrd prevenir la hipertrigliceridemia, decidimos evaluar la salud metabdlica

del higado materno en los distintos grupos en estudio.

Contenido lipidico en el higado de las madres al dia 21 de gestacion.

Evaluamos el contenido lipidico mediante cromatografia en capa delgada (TLC),
diferenciando cinco especies lipidicas, para dilucidar si el sobrepeso materno inducia un
incremento en la acumulacion de lipidos y cual era el efecto del tratamiento con butirato.
Observamos una sobreacumulacion hepatica de lipidos en las madres DG, en ésteres de
colesterol, triglicéridos y acidos grasos libres (CT vs DG, p<0,05) (Fig. 6).
Llamativamente, el tratamiento materno con butirato acentia la acumulacion de ésteres
de colesterol y triglicéridos unicamente, probablemente a expensas de los acidos grasos
libres que presentan una tendencia a disminuir con respecto a los higados de las madres
DG (DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 6). Por otro lado, en el grupo CTB no se observaron

diferencias significativas con el CT (Fig. 6).
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Figura 6. Contenido lipidico en el higado materno de ratas de 21 dias de gestacion. Niveles de lipidos
(cromatografia en capa delgada, TLC) en el higado de ratas de 21 dias de gestacion del grupo de ratas
control (CT, n=8), del grupo de ratas control tratadas con butirato (CTB, n=6), del grupo de ratas
alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y
tratadas con butirato (DGB, n=7). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los

grupos. Test estadistico: Anova de dos factores, post test Tukey.

Niveles de ARN mensajero de genes involucrados en el metabolismo
lipidico en el higado materno al dia 21 de gestacion.

Dados los efectos del sobrepeso y el tratamiento con butirato sobre los
triglicéridos circulantes y el contenido lipidico en el higado materno, decidimos evaluar
los niveles de ARN mensajero de genes involucrados en distintas vias del metabolismo
lipidico. Y, dado que en el grupo CT no observamos diferencias en la trigliceridemia o el
contenido lipidico del higado materno por el tratamiento con butirato, decidimos realizar

el andlisis en los grupos CT, DG y DGB.

Observamos que tanto en el grupo DG como en el DGB los niveles de Accl y
Fasn, dos enzimas clave que catalizan la sintesis de lipidos, y de Cpt-1 y Aco, enzimas

lipoliticas clave en los procesos de [-oxidacion mitocondrial y peroxisomal,
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respectivamente, se encontraban disminuidos (CT vs DG y CT vs DGB, p<0,05) (Fig. 7A
y 7B).
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Figura 7. Genes involucrados en la sintesis y oxidacién de lipidos en el higado materno de ratas de 21
dias de gestacion. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de: A) Accl y Fasn, genes
involucrados en la sintesis de lipidos; B) Cpt-1 y Aco, genes involucrados en la oxidacion de lipidos,
relativos a la media geométrica de los genes de referencia s18, L32 y f2uG en higados de ratas de 21 dias
de gestacion del grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas
(DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7).
Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un

factor, post test Tukey.

El sobrepeso materno también induce una disminucion en los niveles de ARN
mensajero de Cd36, conocido como Fat (translocasa de acidos grasos) (CT vs DG,
p<0,05) (Fig. 8). El tratamiento materno con butirato no previno dicha disminucion (DG

vs DGB) (Fig. 8). Los niveles de Lpl, enzima que hidroliza lipidos complejos contenidos
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en lipoproteinas a acidos grasos para internalizarlos, presentaron una tendencia a
disminuir debido al sobrepeso materno (CT vs DG y CT vs DGB, p=0,09) (Fig. 8). De
manera interesante, los niveles de ARN mensajero de Lpl presentaron una correlacion

negativa con la trigliceridemia materna (p<0,05) (Fig. 8).
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Figura 8. Genes involucrados en el transporte e internalizacion de lipidos en el higado de ratas de 21
dias de gestacion. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de Cd36 y Lpl relativos a la media
geométrica de los genes de referencia s18, L32 y f24uG, junto con la prueba de correlacion entre los niveles
de ARN mensajero de Lpl y trigliceridemia materna, en higados de ratas de 21 dias de gestacion del grupo
de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo
de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7). Las diferentes letras

representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.

Los niveles de Pparg, un factor de transcripcion vinculado con la adipogénesis,
no presentaron diferencias significativas entre los grupos en estudio (Fig. 9). El sobrepeso
materno no tuvo efectos sobre los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c, sin embargo,
el tratamiento con butirato en el contexto de sobrepeso indujo un incremento en los

niveles de este factor de transcripcion, cuyos genes blanco estan asociados a la sintesis de
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lipidos y cuya transcripcion es sensible a insulina (CT vs DGB, p<0,05) (Fig. 9). Ademas,

los niveles de Srebp-1c correlacionaron negativamente con la trigliceridemia materna
(Fig. 9).
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Figura 9. Factores de transcripcion involucrados en el metabolismo lipidico en el higado de ratas de
21 dias de gestaciéon. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de Srebp-1c y Pparg relativos
a la media geométrica de los genes de referencia s18, L32 y 524G, junto con la prueba de correlacion entre
los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c y trigliceridemia materna, en higados de ratas de 21 dias de
gestacion del grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas (DG,
n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7). Las

diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor,

post test Tukey.
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Conclusiones capitulo 2:

El sobrepeso materno aumenta los niveles de lipidos hepaticos en la madre,
probablemente debido al incremento en la disponibilidad y alteraciones como la
disminucion de las enzimas de oxidacion, Aco y Cpt-1. Tal vez por eso, enzimas de las

vias de sintesis e internalizacion de lipidos se encontraron deprimidas.

El tratamiento materno con butirato no tiene efecto sobre la acumulacion lipidica
hepatica materna en el grupo CT, sin embargo, en el grupo DG, induce un incremento
aun mayor de triglicéridos y ésteres de colesterol, probablemente a expensas de una
disminucion en los acidos grasos libres tisulares. Estos efectos parecen estar mediados
por el incremento de Srebp-1c, cuyos efectos anabolicos conocidos permitirian la
esterificacion de acidos grasos en moléculas mas estables como triglicéridos y ésteres de

colesterol.

Fue llamativo que el tratamiento materno con butirato, que probd tener efectos
beneficiosos en los fetos y disminuy¢ la trigliceridemia materna, acentue la acumulacion
de lipidos hepaticos. Estos resultados indicarian que la salud metabolica de la gestante
con obesidad estaria comprometida luego del tratamiento con butirato. Es por ello que en
este trabajo continuamos evaluando el efecto del tratamiento con butirato sobre la salud

de la madre luego del destete.
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CAPITULO 3: Efecto del sobrepeso materno y del tratamiento con butirato
durante la gestacion en las placentas al dia 21 de gestacion.

La placenta es el 6rgano clave para la nutricién del feto en desarrollo. Esta, censa
el entorno intrauterino y las necesidades fetales, y responde para proporcionar los
nutrientes desde la madre al feto. La placenta es capaz de recibir, acumular y transportar
los lipidos desde la sangre materna al feto (Lewis and Desoye, 2017; Lewis et al., 2018;
Duttaroy and Basak, 2022). Con el proposito de estudiar el efecto del sobrepeso materno
y el tratamiento con butirato en el metabolismo lipidico placentario, se utilizaron las
placentas de los fetos al dia 21 gestacional de los distintos grupos en estudio,

diferenciandolas por el sexo del feto.

Contenido lipidico en las placentas al dia 21 de gestacion.

Como vimos un incremento en los triglicéridos plasmaticos en las madres DG al
dia 21 de gestacion, decidimos evaluar el contenido placentario de lipidos. Las placentas
del grupo CTB no presentaron diferencias significativas en los niveles de las distintas
especies lipidicas al compararlas con las del grupo CT, ni en las provenientes de fetos
hembra (Fig. 10) ni de fetos macho (Fig. 11) (CT vs CTB). Observamos que las placentas,
tanto del grupo DG como DGB, presentaban sobreacumulacion de lipidos (Fig. 10y 11).
En particular, en las placentas de fetos hembra provenientes del grupo DG observamos
un incremento en triglicéridos, acidos grasos libres, fosfolipidos y colesterol, que persistio
en el grupo DGB (CT vs DG y CTB vs DGB, p<0,05) (Fig. 10). Por el otro lado, en las
placentas de fetos macho del grupo DG vimos una sobreacumulacion de las 5 especies
lipidicas que persistio en el grupo DGB (CT vs DG y CTB vs DGB, p<0,05) (Fig. 11).
Mas atin, con el tratamiento materno con butirato el contenido de triglicéridos y ésteres
de colesterol se increment6 por sobre los niveles encontrados en las placentas de fetos

macho del grupo DG (DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 11).
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Figura 10. Contenido lipidico en placenta de fetos hembra en el dia 21 de gestacion. Niveles de lipidos
(cromatografia en capa delgada, TLC) en placentas de fetos hembra al dia 21 de gestacion provenientes del
grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas control tratadas con butirato (CTB, n=6), del grupo de
ratas alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en
grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre

los grupos. Test estadistico: Anova de dos factores, post test Tukey.
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Figura 11. Contenido lipidico en placentas de fetos macho en el dia 21 de gestacion. Niveles de lipidos
(cromatografia en capa delgada, TLC) en placentas de fetos macho al dia 21 de gestacion provenientes del
grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas control tratadas con butirato (CTB, n=6), del grupo de
ratas alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en
grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre

los grupos. Test estadistico: Anova de dos factores, post test Tukey.

Niveles de proteinas involucradas en el metabolismo lipidico en placentas
al dia 21 de gestacion.

Se evaluaron los niveles de distintas proteinas involucradas en el metabolismo
lipidico en las placentas. La proteina PLIN2 es un componente periférico estructural de
las gotas lipidicas, necesario para la formacion y el mantenimiento de las gotas de
almacenamiento de lipidos. Observamos un incremento de los niveles de PLIN2 en las
placentas de fetos hembra DG, y de fetos hembra y macho DGB (CT vs DG y CT vs
DGB, p<0,05) (Fig. 12). Como se nombrd anteriormente, CD36 es un transportador de
acidos grasos que une los acidos grasos de cadena larga y facilita su transporte al interior
de las células. El sobrepeso materno no indujo diferencias en la expresion de CD36 en las

placentas de fetos hembra y macho (Fig. 12). El butirato produjo un incremento en los

105



niveles placentarios de CD36 con respecto al CT (CT vs DGB, p<0,05) en machos, y un
incremento con respecto tanto al CT como al DG en hembras (CT vs DGB y DG vs DGB,
p<0,05) (Fig. 12). La proteina FABP4 es un transportador de lipidos citoplasmatico al
que se unen acidos grasos de cadena larga y acido retinoico. Observamos un incremento
en los niveles proteicos de FABP4 en placentas de ambos sexos en el grupo DG y el
tratamiento materno con butirato logré llevar los niveles a valores similares al control en

el grupo DGB (CT vs DG, p<0,05 y CT vs DGB) (Fig. 12).
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Figura 12. Niveles de proteinas involucradas en el metabolismo lipidico en placentas al dia 21 de
gestacion. Niveles proteicos de: A) PLIN2, B) CD36 y C) FABP4 evaluados por Western blot relativos a
actina en placentas de fetos hembra y macho al dia 21 de gestacion del grupo de ratas control (CT, n=8),
del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta
rica en grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7). Las diferentes letras representan diferencias significativas

entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.
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Niveles de ARN mensajero de genes involucrados en el metabolismo
lipidico en placentas de ratas al dia 21 de gestacion.

Ademas, decidimos evaluar los niveles de ARN mensajero de genes involucrados

en el metabolismo lipidico en las placentas.

> Sintesis y oxidacion de lipidos.

Observamos que la obesidad materna no indujo cambios en los niveles de ARN
mensajero de Fasn, Aco y Cpt-1 en las placentas de fetos hembra y macho (CT vs DG)
(Fig. 13). Al evaluar el efecto del butirato observamos que los niveles de Fasn, enzima
clave en la sintesis de lipidos, presentaban una disminucion en las placentas hembra del
grupo DGB (CT vs DGB, p<0,05), mientras que las placentas de los machos no
presentaron diferencias (Fig. 13A). Evaluamos los niveles de ARN mensajero de dos
enzimas claves en la B-oxidacion de acidos grasos, Aco y Cpt-1. Observamos que, en el
grupo DGB, los niveles de ARN mensajero de Aco se encontraban disminuidos en las
placentas de fetos hembra e incrementados en las placentas de fetos macho (CT vs DGB,
p<0,05). Por otro lado, los niveles de ARN mensajero de Cpt-1 no presentaron diferencias

en ninguno de los dos sexos entre los grupos en estudio (Fig. 13B).
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Figura 13. Genes involucrados en la sintesis y oxidacion de lipidos en placentas al dia 21 de gestacién.
Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de: A) Fasn, involucrados en la sintesis de lipidos; B)
Aco y Cpt-1, genes involucrados en la oxidacion de lipidos, relativos a la media geométrica de los genes de
referencia s18, L32 y f2uG en placentas de fetos hembra y macho al dia 21 de gestacion provenientes del
grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del
grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7).Las diferentes letras

representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.
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> Transporte e internalizacion de lipidos.

Analizamos los niveles de varios genes involucrados al transporte e
internalizacion de lipidos. Encontramos varios efectos dependientes del sexo, tanto en el

grupo CT como DG.

En las placentas hembra, el grupo DG present6d un incremento en los niveles de
ARN mensajero de Lpl (CT vs DG, p<0,05) y no se observaron cambios en los niveles de
Cd36, Lipg y Fatp-1 (Fig. 14). El tratamiento con butirato normaliz6 los niveles de Lpl
en el grupo DGB (DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 14A). Llamativamente, aunque no hay
diferencias entre el grupo CT y DG, encontramos que el tratamiento con butirato
incrementa los niveles de ARN mensajero de Cd36 tanto en el grupo CT como en el grupo
DG (CT vs CTB y DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 14B). No observamos diferencias en los
niveles de ARN mensajero de Fatp-1 entre los grupos en estudio (Fig. 14C). De manera
diferente, el tratamiento con butirato incrementa los niveles de ARN mensajero de Lipg
unicamente en las placentas de fetos hembra del grupo DGB (CT vs DGB y DG vs DGB,
p<0,05) (Fig. 14D).

Por otro lado, en las placentas de fetos macho encontramos que el sobrepeso
materno causa una tendencia a incrementar los niveles de ARN mensajero de Lpl y el
tratamiento con butirato no tiene efecto sobre los controles, mientras que incrementa
dichos niveles aun mas en el grupo de sobrepeso (CT vs DGB, p<0,05) (Fig. 15A).
Observamos una disminucion en los niveles de Cd36 en el grupo DG que fue prevenido
por el tratamiento materno con butirato (CT vs DG y DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 15B).
Las placentas de fetos macho en el grupo DG no presentaron cambios en los niveles de
ARN mensajero de Fatp-1 ni Lipg con respecto al grupo CT (Fig. 15C y 15D). A
diferencia de las hembras, en las placentas de fetos macho del grupo CTB no observamos

diferencias significativas en Lpl ni en Cd36 (Fig. 15A y 15B).
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Figura 14. Genes involucrados en el transporte e internalizacion de lipidos en placentas de fetos
hembra al dia 21 de gestacién. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de: A) Lpl, B) Cd36,
C) Fatp-1, y D) Lipg, relativos a la media geométrica de los genes de referencia s18, L32 y f2uG en
placentas de fetos hembra al dia 21 de gestacion provenientes del grupo de ratas control (CT, n=8), del
grupo de ratas control tratadas con butirato (CTB, n=6), del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en
grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato (DGB,
n=7). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova

de un factor, post test Tukey o Anova de dos factores, post test Bonferroni.
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Figura 15. Genes involucrados en el transporte e internalizacion de lipidos en placentas de fetos
macho al dia 21 de gestacion. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de: A) Lpl, B) Cd36,
C) Fatp-1, y D) Lipg, relativos a la media geométrica de los genes de referencia s18, L32 y f2uG en
placentas de fetos macho al dia 21 de gestacion provenientes del grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo
de ratas control tratadas con butirato (CTB, n=6), del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas
(DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7).
Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un

factor, post test Tukey o Anova de dos factores, post test Bonferroni.

> Acumulacion v transporte interno de lipidos.

Evaluamos los niveles de ARN mensajero de Plin2, proteina formadora de las
gotas lipidicas, y de Fabp5, transportador intracelular de acidos grasos de cadena larga,
en las placentas hembra y macho de los grupos en estudio. En las placentas hembra,
observamos un incremento inducido por el sobrepeso materno de los niveles de ARN
mensajero de Plin2 y Fabp5 (CT vs DG, p<0,05), que no fue prevenido por el tratamiento

con butirato (Fig. 16). En las placentas macho, observamos una tendencia a incrementar
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los niveles de ARN mensajero de Fabp5 inducido por el sobrepeso, y un incremento
significativo inducido por el sobrepeso en conjunto con el tratamiento con butirato
comparado con el CT (CT vs DGB, p<0,05), sin observar diferencias significativas en los

niveles de Plin2 (Fig. 16).
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Figura 16. Genes involucrados en la acumulacion y transporte interno de lipidos en placentas al dia
21 de gestacion. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de: A) Plin2, involucrado en la
acumulacion de lipidos, y B) Fabp5, involucrado en el transporte interno de lipidos, relativos a la media
geométrica de los genes de referencia s18, L32 y f2uG en placentas de fetos hembra y macho al dia 21 de
gestacion provenientes del grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas alimentadas con dieta rica
en grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato (DGB,
n=7). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova

de un factor, post test Tukey.
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Conclusiones capitulo 3:

El tratamiento con butirato en las madres CTB no provocé cambios en la
acumulacion de lipidos placentarios. El sobrepeso materno, en cambio, indujo un
incremento de la acumulacion lipidica que persiste en las placentas de fetos hembra y se

acentua en las placentas de fetos macho con el tratamiento con butirato.

El exceso de triglicéridos plasmaticos encontrado en las madres DG, originado a
partir del exceso de lipidos proveniente de la dieta, seria transferido al feto en desarrollo
a través de la placenta. Observamos que parte de esos lipidos se acumula en las placentas,

lo que podria prevenir un pasaje atin mayor al feto en desarrollo.

Ademas, las placentas pertenecientes al grupo CTB no presentaron diferencias
significativas en cuanto a los niveles de ARN mensajero de genes involucrados en el
metabolismo lipidico, a excepcion de los niveles de Cd36 en las placentas hembra. Este
fue el Gnico cambio que pudimos observar en el grupo CTB, y sugiere que CD36 estaria
modulado por el butirato de forma sexo-dependiente y podria ser, en parte, responsable

de la acumulacion de lipidos observada en el grupo de hembras DGB.

El desbalance de las vias del metabolismo lipidico que observamos en las
placentas inducido por el sobrepeso materno persiste o se acentila de manera sexo-
dependiente por el tratamiento con butirato. Sera de nuestro interés indagar el efecto de

estas alteraciones placentarias en los fetos en desarrollo.
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CAPITULO 4: Efecto del sobrepeso materno y del tratamiento con butirato
durante la gestacion en los fetos de dia 21 de gestacion.

Parametros plasmaticos fetales al dia 21 de gestacion. Colesterolemia,

trigliceridemia y glucemia.

Al analizar los niveles de lipidos circulantes en el plasma fetal, no observamos
diferencias significativas en la colesterolemia (Fig. 17), pero observamos una
disminucion en la trigliceridemia tanto en fetos hembra como macho del grupo DG (CT
vs DG, p<0,05) (Fig. 17). El tratamiento materno con butirato logré normalizar estos
valores en el plasma de los fetos macho, pero no en las hembras (Fig. 17). No se
observaron diferencias significativas por el tratamiento con butirato en el grupo CT. No

observamos diferencias significativas en la glucemia fetal (Fig. 17).
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Figura 17. Parametros plasmaticos en fetos al dia 21 de gestacion. Niveles plasmaticos de glucosa,
triglicéridos y colesterol en fetos hembra y macho al dia 21 de gestacion provenientes del grupo de ratas
control (CT, n=8), del grupo de ratas control tratadas con butirato (CTB, n=6), del grupo de ratas
alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y
tratadas con butirato (DGB, n=7). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los

grupos. Test estadistico: Anova de dos factores, post test Tukey.
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Parametros plasmaticos fetales al dia 21 de gestacion. Enzimas hepéticas.

En cuanto a las enzimas hepaticas, observamos un incremento en la actividad de
la alanina aminotransferasa (ALT) en los fetos hembra y macho de grupo DG (CT vs DG,
p<0,05), mientras que en el grupo DGB el tratamiento materno con butirato logr6 prevenir
el incremento en la actividad en hembras (DG vs DGB, p<0,05) y parcialmente en machos

(Fig. 18).
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Figura 18. Enzima hepatica fetales. Actividad de la alanina aminotransferasa (ALT) en el plasma fetal
macho y hembra al dia 21 de gestacion provenientes del grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo de
ratas alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en
grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre

los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.

Contenido lipidico en los higados fetales al dia 21 de gestacion.

Al dia 21 de gestacion el feto se nutre, a través de la placenta, de la circulacion
materna. El exceso de trigliceridemia materna podria acumularse en la placenta para
evitar el incremento en el transporte de lipidos hacia el feto en desarrollo. Sin embargo,
no explica del todo la disminucion en la trigliceridemia fetal. En un intento de buscar
causas probables, nos enfocamos en evaluar la acumulacion de lipidos en el higado fetal,

siendo el higado un 6rgano clave en el metabolismo lipidico.

Mediante TLC, evaluamos el contenido de 5 especies lipidicas en el higado fetal

de los 4 grupos en estudio: CT, CTB, DG y DGB. Observamos que no habia diferencias
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significativas en el contenido de lipidos inducidas por el butirato en el grupo CTB (CT vs
CTB) (Fig. 19 y 20). En cambio, el sobrepeso materno induce una sobreacumulacion de
ésteres de colesterol en el higado fetal macho y de triglicéridos en el higado fetal de
machos y hembras (CT vs DG, p<0,05) (Fig. 19 y 20). Llamativamente, el tratamiento
con butirato previene la sobreacumulacion de lipidos observada en los fetos hembra y
macho provenientes del grupo DG y disminuye los niveles de colesterol y acidos grasos

libres en las placentas de los fetos macho (DG vs DGB) (Fig. 19 y 20).
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Figura 19. Contenido lipidico en higados de fetos hembra en el dia 21 de gestacién. Niveles de lipidos
(cromatografia en capa delgada, TLC) en higado fetal hembra al dia 21 de gestacion provenientes del grupo
de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas control tratadas con butirato (CTB, n=6), del grupo de ratas
alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y

tratadas con butirato (DGB, n=7). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los

grupos. Test estadistico: Anova de dos factores, post test Bonferroni.
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Figura 20. Contenido lipidico en higados de fetos macho en el dia 21 de gestacion. Niveles de lipidos
(cromatografia en capa delgada, TLC) en higado fetal macho al dia 21 de gestacion provenientes del grupo
de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas control tratadas con butirato (CTB, n=6), del grupo de ratas
alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y
tratadas con butirato (DGB, n=7). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los

grupos. Test estadistico: Anova de dos factores, post test Bonferroni.

Niveles de ARN mensajero de genes involucrados en el metabolismo
lipidico en los higados fetales al dia 21 de gestacion.

Evaluamos los niveles de ARN mensajero de genes involucrados en el
metabolismo lipidico en los higados fetales al dia 21 de gestacion. Dado que no
encontramos diferencias en la acumulacion lipidica en el grupo CTB con respecto al
control, no se realizd el analisis de los niveles de ARN mensajero de los genes analizados

en este grupo.

> Sintesis y oxidacion de lipidos.

En los higados de los fetos de 21 dias de gestacion, evaluamos los niveles de ARN

mensajero de Accl, involucrado en la sintesis de lipidos; Srebpl-c, factor de transcripcion
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involucrado en procesos anabdlicos; Aco, enzima oxidante; y Cyp4al, enzima que
desempefia un papel importante en el metabolismo de los acidos grasos por -
hidroxilacion e interviene en la produccion de mediadores proinflamatorios y especies

reactivas del oxigeno, contribuyendo al desarrollo de EHGNA.

Los higados de fetos hembra y macho mostraron niveles similares de ARN
mensajero de Accl y Aco entre los grupos en estudio (Fig. 21 y 22). Encontramos que el
sobrepeso materno induce un incremento de los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c
y Cyp4al en los higados de fetos hembra y los niveles de Srebp-1c en los higados de fetos
macho (CT vs DG, p<0,05) (Fig. 21 y 22). De manera interesante, el tratamiento con
butirato logro prevenir los incrementos mencionados en los higados de fetos hembra (DG
vs DGB, p<0,05), mientras que en los fetos macho el tratamiento con butirato acentud el
incremento en los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c (DG vs DGB, p<0,05) y no
tuvo efecto sobre los niveles de Cyp4al (Fig. 21 y 22).
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Figura 21. Genes involucrados en la sintesis y oxidacion de lipidos en el higado de fetos hembra en el
dia 21 de gestacion. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de Accl y Srebp-1c, involucrados
en procesos anabodlicos; Aco y Cypdal, involucrados en la oxidacion de lipidos, relativos a la media
geométrica de los genes de referencia s18, L32 y f2uG en higados de fetos hembra al dia 21 de gestacion
provenientes del grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas
(DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7).
Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un

factor, post test Tukey.
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Figura 22. Genes involucrados en la sintesis y oxidacion de lipidos en el higado de fetos macho en el
dia 21 de gestacion. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de Accl y Srebp-1c, involucrados
en procesos anabodlicos; Aco y Cypdal, involucrados en la oxidacion de lipidos, relativos a la media
geométrica de los genes de referencia s18, L32 y f2uG en higados de fetos macho al dia 21 de gestacion
provenientes del grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas
(DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7).

Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un

factor, post test Tukey.

» Transporte e internalizacion de lipidos.

Analizamos los niveles de dos genes involucrados en el trasporte e internalizacion
de lipidos, Cd36 y Lpl. En los higados de los fetos al dia 21 de gestacion no observamos
diferencias significativas en los niveles de ARN mensajero de Cd36 ni Lpl entre los

grupos en estudio, en ambos sexos (Fig. 23A y 23B).
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Figura 23. Genes involucrados en el transporte e internalizacion de lipidos en el higado fetal en el dia
21 de gestacion. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de: A) Cd36 y B) Lpl, involucrados
en el transporte e internalizacion de lipidos, relativos a la media geométrica de los genes de referencia s18,
L32 y f2uG en higados de fetos hembra y macho al dia 21 de gestacion provenientes grupo de ratas control
(CT, n=8), del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas
alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7). Test estadistico: Anova de un

factor, post test Tukey.

» Respuesta antioxidante y de biotransformacion al exceso de lipidos.

Analizamos los niveles de Sod2, enzima de la matriz mitocondrial que elimina los
radicales de oxigeno producidos por las numerosas reacciones de oxidacion-reduccion y
de transporte de electrones que tienen lugar en las mitocondrias, y de Ahr, un factor de
transcripcion que detecta toxinas ambientales, dietarias y ligandos endogenos, induciendo
asi enzimas de biotransformacion y modulando la diferenciacion y las respuestas de las

células inmunitarias. Vimos que en los higados fetales hembra al dia 21 de gestacion
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habia un incremento de los niveles de ARN mensajero de Sod2 en el grupo DG (CT vs
DG, p<0,05), que se previno en el grupo DGB (DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 24A), mientras
que en los higados de fetos macho no hubo diferencias significativas entre los grupos.
Ademas, los niveles de ARN mensajero de Ahr no mostraron diferencias significativas

entre los grupos en estudio en hembras ni en machos (Fig. 24B).
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Figura 24. Genes involucrados en la respuesta antioxidante y de biotransformacion al exceso de
lipidos en el higado fetal en el dia 21 de gestacion. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR
de: A) Sod2, involucrado en la respuesta antioxidante, y B) Ahr, involucrados en la respuesta de
desintoxicacion, relativos a la media geométrica de los genes de referencia s18, L32 y f24G en higados de
fetos hembra y macho al dia 21 de gestacion provenientes del grupo de ratas control (CT, n=8), del grupo
de ratas alimentadas con dieta rica en grasas (DG, n=7) y del grupo de ratas alimentadas con dieta rica en
grasas y tratadas con butirato (DGB, n=7). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre

los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.
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Conclusiones capitulo 4:

El ambiente obesogénico materno influye en el feto en desarrollo, programando
alteraciones metabolicas en los mismos. En nuestro estudio, observamos que el sobrepeso
materno inducido por una dieta rica en grasas saturadas condujo a una disminucion de la
trigliceridemia fetal en ambos sexos y una sobreacumulacion de lipidos en los higados
fetales. La disminucion en la trigliceridemia probablemente se deba a que, a pesar de
haber mayores niveles de triglicéridos en la circulacion de las madres DG, la placenta y
el higado fetal presentaron una sobreacumulacion excesiva de triglicéridos. También
observamos un incremento de los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c en los higados
de los fetos DG de ambos sexos, probablemente asociado a la acumulacion de lipidos en
los higados fetales. En los higados de los fetos hembra del grupo DG también vimos un
incremento de Cyp4al y Sod2, probablemente para hacer frente a la gran afluencia de
lipidos y especies reactivas del oxigeno. Ademas, observamos un incremento en la
actividad de la enzima hepatica ALT fetal, que junto con las alteraciones encontradas en

el higado fetal evidencia un dafio hepatico, caracteristico de la EHGNA.

El tratamiento materno con butirato previno la sobreacumulacion de lipidos en los
higados de los fetos en ambos sexos en el grupo DGB. Ademas, previno el incremento de
los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c, Cyp4al y Sod2 en los higados de los fetos
hembra DGB, junto con una prevencion de la actividad de la ALT, evidenciando una
mejora en el programa metabdlico de la descendencia de madre con sobrepeso. En los
fetos macho, a pesar de acentuar el incremento en los niveles de ARN mensajero de
Srebplc, si previno el incremento en la acumulacion lipidica y normaliz6 la actividad de
la transaminasa ALT fetal, lo que indicaria que el tratamiento materno con butirato mejora
el programa metabolico de la descendencia de madre con sobrepeso por vias diferentes

dependiendo del sexo.

Dado estos resultados, es de nuestro interés evaluar si la prevencion de estas

anomalias persiste en la descendencia cuando llegan a su adultez.
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PARTE B: Modelo de programacion

La lactancia, al igual que la gestacion y la primera infancia, son momentos
cruciales para el desarrollo de la descendencia en crecimiento y por ello es que un desafio
nutricional durante los mismos influye en la salud de la descendencia a lo largo de toda

su vida (Pico et al., 2021).

Con el objetivo de evaluar el efecto de la dieta rica en grasas saturadas y el
tratamiento materno con butirato sobre el desarrollo y crecimiento de la descendencia en
su adultez, se decidié seguir el modelo explicado en el capitulo 1 hasta la vida adulta de
la descendencia. Para esto, se dejaron nacer a las crias y durante la lactancia se continud
alimentando a las madres con sus respectivas dietas. El tratamiento oral con butirato de
sodio se administro durante la lactancia 3 veces por semana en una concentracion de 1%.
Como ya se menciond, la reduccion de dosis y frecuencia se debe a la disminucion del
peso post parto que no guarda relacion con la ingesta y a la proteccion del cuidado de las
crias. De acuerdo a la ausencia de efectos del butirato sobre los fetos CT, se administrd
el AGCC solo a las ratas del grupo DG, que habian recibido butirato durante la gestacion.
Los grupos que no fueron tratados con butirato se les administrd vehiculo con la misma
frecuencia y volumen. La camada se ajusté a 8 crias. Luego del destete, las crias de todos
los grupos experimentales fueron alimentadas con alimento control. A las madres se les
practico la eutanasia al destete y a la descendencia, a los 140 dias de edad (Esquema 11).
En esta seccion de la tesis contamos con 3 grupos experimentales. El grupo CT se
conformé de la siguiente manera: ratas al destete alimentadas con dieta estandar durante
toda su vida y su descendencia de 140 dias de edad. El grupo DG se conformo de la
siguiente manera: ratas al destete alimentadas con dieta rica en grasas saturadas 8 semanas
previas a la gestacion y durante la gestacion y la lactancia, y su descendencia de 140 dias
de edad. El grupo DGB se conformo6 de la siguiente manera: ratas al destete alimentadas
con dieta rica en grasas saturadas 8 semanas previas a la gestacion y durante la gestacion
y la lactancia, y tratadas con butirato durante toda la gestacion y lactancia, y su

descendencia de 140 dias de edad (Esquema 11).
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Esquema 11: Modelo experimental de sobrepeso materno para la obtencion de suero y tejidos maternos al

destete, y plasma y o6rganos de la descendencia a los 140 dias de edad. CT: ratas progenitoras alimentadas

con dieta estandar y su descendencia alimentada con dieta estandar a partir del destete, DG: ratas

progenitoras alimentadas con dieta rica en grasas y su descendencia alimentada con dieta estandar a partir

del destete y DGB: ratas alimentadas con dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y

la lactancia, y su descendencia alimentada con dieta estandar a partir del destete. E1 1 en el esquema

representa el momento en el cual se realiza la eutanasia de las madres al destete, y el 2 representa el

momento en el cual se realiza la eutanasia de la descendencia a los 140 dias de edad.
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CAPITULO 5: Efecto del sobrepeso materno por una dieta rica en grasas
saturadas. Tratamiento con butirato durante la prefiez y la lactancia.
Caracterizacion de las madres al destete.

Parametros maternos al destete.

Luego de finalizar la lactancia, a las madres se les practico la eutanasia con el
objetivo de evaluar el efecto del sobrepeso materno inducido por una dieta rica en grasas
saturadas luego de la gestacion y la lactancia sobre su peso, sus tejidos y sus parametros

séricos, y como el tratamiento con butirato influyo en ellas.

En relacion a los parametros maternos al destete, observamos que las madres no
presentaban diferencia en el peso corporal (Tabla 8). Las madres del grupo DG
presentaron un menor indice hepatico y un mayor peso relativo del tejido adiposo (CT vs
DG, p<0,05), mientras que las madres DGB no presentaban diferencias contra el grupo
CT (Tabla 8). No encontramos diferencias significativas en la longitud corporal o en el

peso relativo del corazon (Tabla 8).

MADRES DESTETE CT DG DGB
Peso corporal materno (g) 322+5a 347£19 a 328+8 a
Indice hepatico materno (%) 3,64+0,04 a 3,19+0,17 b 3,56+0,10 a
Peso tejido adiposo materno relativo (%) 2,51+0,34 a 5,56+0,60 b 3,80+0,71 ab
Peso corazon materno relativo (%) 0,37+0,01 a 0,35+0,03 a 0,35+0,02 a
Longitud (cm) 22,20+0,33a  22,13+0,47 a 21,5+0,20 a

Tabla 8. Parametros maternos al destete. Peso corporal materno, indice hepatico materno, peso del
adiposo materno relativo al peso corporal, peso del corazén materno relativo y longitud de las madres al
destete del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas
(DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la
gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los

grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.
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Parametros séricos maternos al destete.

En relacion a los parametros séricos maternos, observamos que no presentaban
diferencias significativas en la glucemia y la colesterolemia entre los grupos (Fig. 25A y
B), aunque si observamos una disminucion en la trigliceridemia en las madres al destete
del grupo DGB (CT vs DGB, p<0,05), mientras que las DG no presentaban diferencias
contra ninguno de los otros dos grupos en estudio (Fig. 25C). Observamos un incremento
en los niveles circulantes de IL-1 en el grupo DG (CT vs DG, p<0,05), que no se observa
en el grupo DGB (DG vs DGB) (Fig. 25D). Ademas, observamos una correlacion

negativa entre el peso del tejido adiposo y la trigliceridemia materna al destete (Fig. 25E).
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Figura 25. Parametros séricos en la madre al destete. Niveles séricos de: A) glucosa, B) colesterol, C)
triglicéridos y D) IL-1p en madres al destete del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas
alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en
grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras
representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.

E) Correlacion entre el peso del tejido adiposo y la trigliceridemia materna al destete.

En cuanto a la evaluacion de la funcidén hepatica, en el suero de las madres al
destete vimos que no habia diferencias significativas en los niveles de albimina ni de
bilirrubina total entre los grupos (Fig. 26A y B). Ademas, observamos que el sobrepeso

indujo un incremento de las actividades circulantes de ALT y ALP con respecto del CT
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(CT vs DG, p<0,05), y que el tratamiento con butirato durante la prefiez y la lactancia
prevenia el incremento de ALT (DG vs DGB, p<0,05), no asi de ALP (Fig. 26C y D).
Ademas, evidenciamos que la actividad de la AST estaba disminuida en el grupo DGB

con respecto al grupo DG (DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 26E).
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Figura 26. Funcion hepatica materna al destete. A) Niveles séricos albiimina, B) niveles séricos de
bilirrubina total, C) actividad de la alanina aminotransferasa (ALT), D) actividad de la aspartato
aminotransferasa (AST) y E) actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) en madres al destete del grupo de
ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo
de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y la lactancia
(DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico:

Anova de un factor, post test Tukey.
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Efecto del sobrepeso materno y el tratamiento con butirato de sodio sobre
la prefiez y la lactancia en los higados maternos al destete.

En nuestro estudio hicimos enfoque en las madres, no s6lo para indagar como era
el estado metabdlico y como esto influiria en los fetos y las crias durante la vida temprana,
sino también para dilucidar si este tratamiento con butirato resultaba beneficioso para la

vida futura de la descendencia y cudl era el efecto en las madres.

Nos alertdé que la administracion de butirato, si bien lograba prevenir el
incremento de la trigliceridemia, acentuara la acumulacion lipidica en los higados de las

ratas progenitoras con sobrepeso al dia 21 de prefiez.

Por ello, al igual que se realizo con las madres al dia 21 de gestacion, evaluamos
los higados de las madres al destete para evaluar la condicion hepatica y la presencia de

marcadores de la enfermedad de higado graso.

Contenido lipidico en los higados de madres al destete.

Analizamos mediante TLC las 5 especies lipidicas ya mencionadas, y observamos
que el grupo DG presentaba una sobreacumulacion de triglicéridos y de ésteres de
colesterol (CT vs DG, p<0,05), sin evidenciarse diferencias en colesterol, fosfolipidos y
acidos grasos libres (Fig. 27). Esta sobreacumulacion se mantuvo, pero no se acentud, en
el grupo DGB (CT vs DGB, p<0,05) (Fig. 27), a diferencia de lo que ocurre en las
gestantes a término. Ademas, tanto el contenido de triglicéridos como de ésteres de
colesterol en el higado materno al destete correlaciona negativamente con la
trigliceridemia materna y positivamente con el peso del tejido adiposo materno al destete

(Fig. 28, p<0,05).
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Figura 27. Contenido lipidico en el higado materno al destete. Niveles de lipidos (cromatografia en capa
delgada, TLC) en higados de madres al destete del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas
alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en
grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras

representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.
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Figura 28: Contenido de lipidos hepaticos vs. trigliceridemia materna y peso del tejido adiposo
materno. Prueba de correlacion entre el contenido de triglicéridos y de ésteres de colesterol en el higado

materno al destete y la trigliceridemia materna y el peso del tejido adiposo materno al destete.

Niveles de ARN mensajero de genes involucrados en el metabolismo
lipidico en los higados maternos al destete.

Luego decidimos evaluar en el higado materno al destete los niveles de ARN

mensajero de genes involucrados en el metabolismo de lipidos y en la inflamacion.

» Factores de transcripcion involucrados en el metabolismo lipidico.

Se evaluaron los niveles de ARN mensajero del factor de transcripcion Srebp-1c,
involucrado en procesos anabolicos, y observamos un incremento en ambos grupos de
dieta grasa, con y sin tratamiento con butirato (CT vs DG y CT vs DGB, p<0,05) (Fig.
29A). Ademas, evaluamos otro factor de transcripcion, Lxra, que regula genes implicados
en la homeostasis lipidica y la inflamacion, entre los cuales se encuentra Srebp-1. Los
niveles de ARN mensajero de Lxra no presentaron diferencias significativas entre los

grupos en estudio, con una tendencia a incrementar en el grupo DG (p=0,10) (Fig. 29B).
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Los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c correlacionaron positivamente con el peso
del tejido adiposo materno y negativamente con la trigliceridemia materna (Fig. 29C y

29D).
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Figura 29. Factores de transcripcion involucrados en el metabolismo lipidico en el higado materno al
destete. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de los factores de transcripcion: A) Srebp-1c
y B) Lxra, relativos a la media geométrica de los genes de referencia s18, L32 y f2.4G en higados de madres
al destete del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas
(DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la
gestacion y la lactancia (DGB, n=4); y las correlaciones entre los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c
y: C) trigliceridemia materna y D) peso del tejido adiposo materno. Las diferentes letras representan
diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey, y

Correlacion.
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> Sintesis de lipidos.

En relacion a la sintesis de lipidos, evaluamos los niveles de ARN mensajero de
Accl y Fasn, enzimas lipogénicas, y observamos que estaban deprimidos en los grupos
DGy DGB (CT vs DG y CT vs DGB, p<0,05) (Fig. 30), de manera similar a lo observado
en los higados de las madres al dia 21 de gestacion presentado en el capitulo 2 de la

presente tesis.
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Figura 30. Genes involucrados en la sintesis de lipidos en el higado materno al destete. Niveles de
ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de: A) Accl y B) Fasn, involucrados en la sintesis de lipidos,
relativos a la media geométrica de los genes de referencia s18, L32 y f2uG en higados de madres al destete
del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4)
y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y
la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test

estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.

» Transporte interno de lipidos.

En relacion al transporte intracelular de acidos grasos, observamos que los niveles
de ARN mensajero de Fabp5 se encontraban disminuidos en ambos grupos de dicta grasa
(CT vs DG y CT vs DGB, p<0,05) (Fig. 31).
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Figura 31: Genes involucrados en el transporte interno de lipidos en el higado materno al destete.
Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de Fabp5, relativos a la media geométrica de los genes
de referencia s18, L32 y f2uG en higados de madres al destete del grupo de ratas control (CT, n=5), del
grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una
dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes
letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test

Tukey.

> Oxidacion de lipidos.

Se evaluaron distintos genes involucrados en la oxidacion de acidos grasos. No
observamos diferencias significativas en los niveles de ARN mensajero de Cyp4al,
involucrado en la -hidroxilacion, en Aco0, enzima que cataliza la [-oxidacion
peroxisomal de acidos grasos, ni en Hadha, enzima que cataliza la [-oxidacion
mitocondrial (Fig. 32A, B y C). De manera diferente, encontramos que el sobrepeso
indujo un incremento en los niveles de ARN mensajero de Acaa2 (CT vs DG, p<0,05) y

que con el tratamiento con butirato se mantuvo el incremento (DG vs DGB) (Fig. 32D).
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Figura 32. Genes involucrados en la oxidacion de lipidos en el higado materno al destete. Niveles de
ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de: A) Cyp4al, B) Aco, C) Hadha y D) Acaa2, involucrados en
la oxidacion de lipidos, relativos a la media geométrica de los genes de referencia s18, L32 y f2uG en
higados de madres al destete del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una
dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con
butirato durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias

significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.

> Inflamacidn.

Dado que tanto el sobrepeso como la obesidad estan relacionados con un estado
proinflamatorio cronico, evaluamos en el higado de las madres al destete los niveles de
ARN mensajero de NIrp3 e 1I-18. El inflamasoma NLRP3 es un miembro de la familia
de los receptores tipo Nod de sensores de células inmunitarias innata, que esta implicado
en la activacion de la caspasa-1 y la subsiguiente secrecion de IL-1p e IL-18. No
observamos diferencias significativas en los niveles de ARN mensajero de NIrp3 ni de Il-

18 entre los grupos en estudio (Fig. 33).
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Figura 33. Genes involucrados en la inflamaciéon en el higado materno al destete. Niveles de ARN
mensajero evaluados por RT-qPCR de: A) NIrp3 y B) 1I-18, relativos a la media geométrica de los genes
de referencia s18, L32 y f2uG en higados de madres al destete del grupo de ratas control (CT, n=5), del
grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una
dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Test estadistico:

Anova de un factor, post test Tukey.

Lipoperoxidacion tisular en los higados de madres al destete.

Una excesiva lipoperoxidacion representa un indicador importante de dafio tisular,
dado por el dafio oxidativo a los lipidos mediado por especies reactivas del oxigeno
(ROS). En el higado materno al destete, observamos un incremento en la lipoperoxidacion
en los higados de rata con sobrepeso (CT vs DG, p<0,05), que no se observa en el grupo

DGB (DG vs DGB) (Fig. 34).
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Figura 34. Lipoperoxidacion tisular en los higados de madres al destete. Lipoperoxidacion tisular
medido como la concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) evaluado en los
higados de madres al destete del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una
dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con
butirato durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias

significativas entre los grupos. Test estadistico: Kruskal-Wallis, post test Dunn.
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Conclusion Capitulo 5:

En el presente capitulo evaluamos el estado de las madres al destete de los
distintos grupos es estudio. Las madres DG no presentaron diferencias de peso al
momento de la eutanasia, pero si un incremento del peso del tejido adiposo relativo.
Ademas, el sobrepeso materno por la dieta rica en grasas saturadas condujo a un
incremento en la actividad circulante de ALT y ALP, sobreacumulacion de lipidos en el
higado y un incremento en la lipoperoxidacion hepatica, todos parametros caracteristicos

del higado graso.

El tratamiento con butirato de sodio durante la gestacion y lactancia previno el
incremento en el peso relativo del tejido adiposo, el incremento en la actividad ALT, la
lipoperoxidacion hepatica y redujo la actividad AST vy la trigliceridemia, manteniéndose
elevada la actividad ALP y la acumulacion de lipidos en el higado. Esta atenuacion de
algunas alteraciones muestra un mejor panorama que el que observamos en el capitulo 2
de las madres a término, que no mostraba cambios en el porcentaje de tejido adiposo y
presentaban una acumulacion de lipidos hepatica atin mayor que el grupo con sobrepeso

y sin tratamiento.

En cuanto a los niveles de ARN mensajero de genes involucrados en el
metabolismo lipidico, vimos una respuesta similar en ambos grupos, DG y DGB. En
ambos grupos observamos un incremento de los niveles de Srebplc. Ademas, vimos una
depresion de las enzimas de sintesis, Fasn y Accl, lo que probablemente se deba al exceso
de lipidos acumulados que se observa en los higados de ambos grupos. Observamos
diferencias en las enzimas de la -oxidacion, evidenciando un incremento en los niveles
de ARN mensajero de Acaa2. Es por ello que podemos inferir que, si bien el tratamiento
con butirato atenuia algunas alteraciones maternas y acentia otras durante la gestacion, al
final de la lactancia resulta aparentemente beneficioso, o al menos no perjudicial, para las
madres con sobrepeso. En el proximo capitulo analizaremos el efecto de la administracion

materna de butirato sobre la descendencia de rata con sobrepeso.
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CAPITULO 6: Efecto del sobrepeso materno y del tratamiento con butirato
durante la gestacion y la lactancia en la descendencia de 140 dias de edad.
Caracterizacion, parametros metabolicos, hepaticos y reproductivos.

El sobrepeso y la obesidad programan alteraciones metabdlicas en la descendencia
que predisponen a desarrollar alteraciones metabdlicas en su vida adulta (Fernandez-
Twinn et al., 2019). En trabajos realizados en nuestro laboratorio se ha evidenciado que
la descendencia de madres con sobrepeso, a pesar de no mostrar sobrepeso o alteraciones
en los lipidos circulantes, desarrollan EHGNA y las alteraciones a nivel intestinal que

acompaian a esa patologia (Heinecke et al., 2024, 2020).

Con el objetivo de evaluar el efecto del sobrepeso materno en la descendencia y
si el tratamiento materno con butirato durante la gestacion y lactancia fue capaz de
prevenir el desarrollo de las alteraciones caracteristicas de higado graso en la

descendencia, se estudid la descendencia a los 140 dias de edad.

Se registrd el peso corporal y al momento del destete, observamos que la
descendencia del grupo DG no present6 diferencias significativas con respecto al CT (CT
vs DG), aunque la descendencia del grupo DGB si presentd un menor peso corporal
comparado contra el grupo CT (CT vs DGB, p<0,05) (Tabla 9). Luego del destete, la
descendencia se aliment6 con dieta estandar y se les practico la eutanasia a los 140 dias
de edad. Al dia de la eutanasia, la descendencia del grupo DG no presentd diferencias en
el peso corporal comparado con el CT (CT vs DG) (Tabla 9). En el grupo DGB, los
machos presentaron una disminucion en su peso comparado con el grupo CT y DG (CT
vs DGB y DG vs DGB, p<0,05), mientras que las hembras no presentaron diferencias
(Tabla 9). No observamos diferencias en el indice hepatico entre los grupos en estudio.
El indice de tejido adiposo, que en hembras DG parece tener una tendencia a incrementar,
disminuye a valores por debajo del control por el tratamiento materno con butirato (DG
vs DGB, p<0,05) (Tabla 9). Por otro lado, en los machos, a pesar de no observarse efectos
del sobrepeso materno sobre el porcentaje del tejido adiposo, el tratamiento materno con
butirato produjo una disminucion de dicho porcentaje (DG vs DGB, p<0,05) (Tabla 9).
Estos cambios estan relacionados, no con la longitud de la descendencia, en la que no
vimos variaciones, sino con su contorno, ya que se observa disminuido en machos y en

hembras por el tratamiento materno con butirato (CT vs DGB y DG vs DGB, p<0,05)
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(Tabla 9). Esto se observa claramente en la correlacion positiva entre el peso del tejido

adiposo y el contorno, tanto en hembras como en machos (Fig. 35).

DESCENDENCIA 140 dias CT DG DGB
HEMBRA 54,4+1,6 a 51,943,6 ab 42,6£2,1b
Peso corporal crias 21 dias (g)
MACHO 57,542,0a  53,91+4,7ab  4421£20b
Peso corporal descendencia 140 HEMBRA  353,8+10,7a 343,5t12,0a 316,5£10,8 a
dias (g) MACHO  591,6+£13,2a 556,8t154a 501,2+13,6 b
HEMBRA 3,1£0,09 a 3,1+0,08 a 3,240,12 a
Indice hepatico (%)
MACHO 3,0+£0,02 a 3,0+0,12 a 2,8+¢0,07 a
HEMBRA  11,3+1,55ab  13,1+0,89 a 9,1+0,67 b
Peso tejido adiposo absoluto (g)
MACHO 17,8€1,92a  17,1£2,17a  10,3%1,08 b
HEMBRA  3,2+0,34 ab 3,840,18 a 2,9+0,18 b
Peso tejido adiposo relativo (%)
MACHO 2,940,29 a 3,0+0,30 a 2,0+0,15 b
HEMBRA  22,6+0,33a 224+020a 21,7+0,25 a
Longitud (cm)
MACHO 26,6£0,29a  26,5+0,34a  26,0+0,21 a
HEMBRA  19,7+0,37 ab  20,3£0,21 a  18,8+0,14 b
Contorno (cm)
MACHO 242+0,37a  23,97+0,53a 22,0+0,60 b

Tabla 9. Parametros de la descendencia a los 140 dias de edad. Peso corporal al destete (21 dias de

edad) y al momento de la eutanasia (140 dias de edad), indice hepatico, peso del tejido adiposo relativo al

peso corporal, longitud y contorno de la descendencia de 140 dias de edad provenientes del grupo de ratas

control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de

ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y la lactancia

(DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico:

Anova de un factor, post test Tukey.
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Figura 35. Contorno vs. Peso del tejido adiposo en la descendencia de 140 dias de edad. Prueba de
correlacion entre el peso del tejido adiposo y el contorno de A) descendencia hembra y B) descendencia
macho a los 140 dias de edad provenientes del grupo de ratas control (CT), del grupo de ratas alimentadas
con una dieta rica en grasas (DG) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas

con butirato durante la gestacion y la lactancia (DGB).

Parametros plasmaticos en la descendencia a los 140 dias de edad.

Se evaluaron los niveles de lipidos circulantes en la descendencia de 140 dias de
edad de los distintos grupos en estudio y no se encontraron diferencias significativas (Fig.

36).
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Figura 36. Parametros plasmaticos de la descendencia a los 140 dias de edad. Niveles plasmaticos de
triglicéridos y colesterol en la descendencia A) hembra y B) macho a los 140 dias de edad provenientes del
grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4) y
del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y la

lactancia (DGB, n=4). Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.

Se doso la actividad plasmatica circulante de distintas enzimas hepaticas y de
bilirrubina total en la descendencia de 140 dias de edad para evaluar si presentaban dafio
hepatico evidente a nivel sistémico. Observamos que no habia diferencias en los niveles
de bilirrubina o en la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) entre los grupos en estudio
(Fig. 37 y 38). En la descendencia hembra, no observamos cambios en la actividad de la
ALT, aunque si observamos que el sobrepeso materno indujo un incremento en la

actividad AST (CT vs DG, p<0,05) que no fue prevenido por el tratamiento con materno
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butirato (DG vs DGB) (Fig. 37). Mientras que, en la descendencia macho, observamos
un incremento en la actividad de ambas transaminasas, ALT y AST, debido al sobrepeso
materno (CT vs DG, p<0,05), y en este caso el tratamiento materno con butirato si fue

capaz de prevenir ese incremento (DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 38).
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Figura 37. Funcién hepitica de la descendencia hembra a los 140 dias de edad. A) Niveles plasmaticos
de bilirrubina total, B) actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), C) actividad de la alanina aminotransferasa
(ALT) y D) actividad de la aspartato aminotransferasa (AST) en el plasma de la descendencia hembra a los
140 dias de edad provenientes del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una
dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con
butirato durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias

significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.
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Figura 38. Funcion hepética de la descendencia macho a los 140 dias de edad. A) Niveles plasmaticos
de bilirrubina total, B) actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), C) actividad de la alanina aminotransferasa
(ALT) y D) actividad de la aspartato aminotransferasa (AST) en el plasma de la descendencia macho a los
140 dias de edad provenientes del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una
dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con
butirato durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias

significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.

Contenido lipidico en los higados de la descendencia de 140 dias de edad.

Mediante TLC evaluamos los niveles de las 5 especies lipidicas, fosfolipidos,
colesterol, acidos grasos libres, triglicéridos y ésteres de colesterol, como previamente.
Observamos una sobreacumulacion de triglicéridos en los higados de la descendencia
hembra y macho, y una disminucion de los &cidos grasos libres en la descendencia hembra

del grupo DG (CT vs DG p<0,05) (Fig. 39 y 40). El tratamiento materno con butirato
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logré prevenir esta sobreacumulacion de triglicéridos en la descendencia de ambos sexos
y normaliz6 los niveles de acidos grasos libres en las hembra (DG vs DGB p<0,05) (Fig.
39 y 40). El resto de las especies lipidicas no mostraron cambios significativos entre los

grupos en estudio.
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Figura 39. Contenido lipidico en los higados de la descendencia hembra a los 140 dias de edad.
Niveles de lipidos (cromatografia en capa delgada, TLC) en higado de la descendencia hembra a los 140
dias de edad provenientes del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta
rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato
durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias significativas

entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.
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Figura 40. Contenido lipidico en los higados de la descendencia macho a los 140 dias de edad.
Contenido lipidico (cromatografia en capa delgada, TLC) en higado de la descendencia macho a los 140
dias de edad provenientes del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta
rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato
durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias significativas

entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.
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Lipoperoxidacidn tisular en los higados de la descendencia de 140 dias de
edad.

Una excesiva lipoperoxidacion representa un indicador importante de dafio tisular,
dado por el dafio oxidativo a los lipidos mediado por especies reactivas del oxigeno
(ROS). En el higado de la descendencia a los 140 dias de edad evaluamos la
lipoperoxidacion mediante TBARS y observamos un incremento de sus niveles en el
grupo DG tanto en la descendencia hembra como macho (CT vs DG, p<0,05), alteracion

que se previno con el tratamiento materno con butirato (DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 41).
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Figura 41. Lipoperoxidacion tisular en los higados de la descendencia a los 140 dias de edad.
Lipoperoxidacion tisular medido como la concentracion de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico
(TBARS) evaluado en los higados de la descendencia hembra y macho a los 140 dias de edad provenientes
del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4)
y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y
la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test

estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.
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Niveles de ARN mensajero de genes involucrados en el metabolismo
lipidico en los higados de la descendencia de 140 dias de edad.

Por RT-qPCR decidimos evaluar en el higado de la descendencia de 140 dias de

edad los niveles de ARN mensajero de genes involucrados en el metabolismo de lipidos

y en la inflamacion.

» Factores de transcripcion involucrados en el metabolismo lipidico.

Se evaluaron los niveles de ARN mensajero de dos factores de transcripcion
Srebp-1c, involucrado en procesos anabdlicos, y Lxra, que regula genes implicados en la
homeostasis lipidica y la inflamacion, dentro de los cuales se encuentra Srebp-1c. En el
higado de la descendencia hembra, observamos un incremento en los niveles de ARN
mensajero en ambos factores de trascripcion, Srebp-1c y Lxra, en el grupo DG (CT vs
DG, p<0,05) y este incremento fue prevenido por el tratamiento materno con butirato (DG
vs DGB, p<0,05) (Fig. 42A). En cambio, en la descendencia macho no observamos
diferencias significativas en los niveles hepaticos de ARN mensajero de Lxra entre los
grupos en estudio, mientras que observamos una disminucion en los niveles de ARN
mensajero de Srebp-1c (CT vs DG, p<0,05), que no fue prevenido por el tratamiento con
butirato (Fig. 42B).
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Figura 42. Factores de transcripcién involucrados en el metabolismo lipidico en los higados de la
descendencia a los 140 dias de edad. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de los factores
de transcripcion Srebp-1c y Lxra, relativos a la media geométrica de los genes de referencia s18, L32 y
216G en higados de la descendencia A) hembra y B) macho a los 140 dias de edad provenientes del grupo
de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4) y del
grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y la
lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test

estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.

> Sintesis de lipidos.

En relacion a la sintesis de lipidos, evaluamos los niveles de ARN mensajero de
Accl y Fasn, y observamos que la descendencia hembra presentd mayores niveles de
ARN mensajero de Accl en el grupo DG (CT vs DG, p<0,05), mientras que Fasn presento
una tendencia a aumentar (p=0,1) (Fig. 43). Observamos que el tratamiento materno con

butirato previno el incremento en los niveles de ARN mensajero de Accl evidenciados en
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el grupo DG (DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 43). Por otro lado, en la descendencia macho no
observamos cambios en los niveles de ambas enzimas lipogénicas entre los grupos en

estudio (Fig. 43).

A) .
Acc1 descendencia hembra Acc1 descendencia macho

[l SA 2.0
5 Y b %

™ . g

=, n 1.5 °

[72] © A
© >

| @ Z

© 2 a 5 1.0 A
® . S

a A—t— @ °

14 @ 0.5

§ L] A g

-] ° S

c0 r : T c 0.0 T : T
o CcT DG DGB 2 CT DG DGB

Fasn descendencia hembra Fasn descendencia macho

—_ |:\

o 4- g 4

k-] k]

o - A
a8 n S,

3 J

% T g

2 2 T
T 2- ) 5 24

® [}

= A " . J_
3 14 o—9—o | —r— 8 14 - L

° - ] A ° %e |;| s
© ° (1] u

§) )

c0 T T T c0 T T T
o CT DG DGB > CT DG DGB

Figura 43. Genes involucrados en la sintesis de lipidos en el higado de la descendencia a los 140 dias
de edad. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de: A) Accl y B) Fasn, involucrados en la
sintesis de lipidos, relativos a la media geométrica de los genes de referencia $18, L32 y f2uG en higados
de la descendencia hembra y macho a los 140 dias de edad provenientes del grupo de ratas control (CT,
n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas
con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las
diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor,

post test Tukey.
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> Transporte interno de lipidos.

En la descendencia de 140 dias de edad no observamos diferencias significativas
en los niveles de ARN mensajero de Fabp5, relacionado con el trasporte intracelular de

acidos grasos, entre los grupos en estudio (Fig. 44).
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Figura 44. Genes involucrados en el transporte interno de lipidos en el higado de la descendencia a
los 140 dias de edad. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de Fabp5, relativos a la media
geométrica de los genes de referencia 18, L32 y f2uG en higados de la descendencia hembra y macho a
los 140 dias de edad provenientes del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con
una dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas
con butirato durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Test estadistico: Anova de un factor, post test

Tukey.

» Oxidacion de lipidos.

Para evaluar la oxidacion de 4cidos grasos en el higado de la descendencia adulta
del modelo, se midieron los niveles de ARN mensajero de Cyp4al, involucrado en la o-
hidroxilacion; Aco, enzima que cataliza la B-oxidacion peroxisomal de acidos grasos,
Acaa2 y Hadha, ambas enzimas que catalizan la B-oxidacion de acidos grasos de cadena

larga en las mitocondrias.

En los higados de la descendencia hembra, observamos un incremento en los
niveles de ARN mensajero de Cyp4al y Acaa2 en el grupo DG (CT vs DG, p<0,05) (Fig.
45) y una tendencia al incremento de los niveles de Aco y Hadha (CT vs DG, p=0,11).
Los incrementos en Cyp4al y Acaa2 fueron prevenidos en parte por el tratamiento con

butirato (DG vs DGB) (Fig. 45).
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Por otro lado, en los higados de la descendencia macho, observamos los niveles
de ARN mensajero Cyp4al presentaban una tendencia a incrementar en el grupo DG
contra el CT (CT vs DG, p=0,067), mientras que en el grupo DGB se observa una
disminucion de los niveles con respecto al DG (DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 46). En
cambio, los niveles de ARN mensajero de Aco, Acaa2 y Hadha no presentaron diferencias

significativas entre los grupos en estudio (Fig. 46).
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Figura 45. Genes involucrados en la oxidacion de lipidos en los higados de la descendencia hembra a
los 140 dias de edad. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de: A) Cyp4al, B) Aco, C)
Hadha y D) Acaa2, involucrados en la oxidacion de lipidos, relativos a la media geométrica de los genes
de referencia s18, L32 y f2uG en higados de la descendencia hembra a los 140 dias de edad provenientes
del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4)
y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y
la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test

estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.
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Figura 46. Genes involucrados en la oxidacién de lipidos en los higados de la descendencia macho a
los 140 dias de edad. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de: A) Cyp4al, B) Aco, C)
Hadha y D) Acaa2, involucrados en la oxidacion de lipidos, relativos a la media geométrica de los genes
de referencia s18, L32 y f2uG en higados de la descendencia macho a los 140 dias de edad provenientes
del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4)
y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y
la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test

estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.

> Inflamacidn.

Evaluamos los niveles de ARN mensajero de NIrp3, inflamasoma que favorece la
secrecion de interleuquinas proinflamatorias, y de la 1I-18 en los higados de la
descendencia a los 140 dias de edad. Observamos que el sobrepeso materno induce un
incremento de los niveles de ARN mensajero de NIrp3 (CT vs DG, p<0,05) y una
tendencia al incremento de 11-18 en los higados de la descendencia hembra (CT vs DG,

p=0,11), que fue prevenido por el tratamiento materno con butirato (DG vs DGB, p<0,05)
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(Fig. 47A). Los higados de la descendencia macho de 140 dias de edad no presentaron
diferencias en los niveles de ARN mensajero de Nrlp3 en los grupos en estudio, aunque
el sobrepeso materno si increment6 los niveles de ARN mensajero de 11-18 (CT vs DG,

p<0,05), incremento prevenido por el tratamiento con butirato (DG vs DGB, p<0,05)
(Fig. 47B).
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Figura 47. Genes involucrados en la inflamacion en los higados de la descendencia a los 140 dias de
edad. Niveles de ARN mensajero evaluados por RT-qPCR de: A) Nlrp3 y B) 1I-18, relativos a la media
geométrica de los genes de referencia $18, L32 y f2uG en higados de la descendencia hembra y macho a
los 140 dias de edad provenientes del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con
una dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas
con butirato durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias

significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.
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Parametros reproductivos.

El sobrepeso materno puede alterar el desarrollo de los 6rganos reproductivos en
la descendencia, aumentando el riesgo de disfunciones reproductivas, como problemas
en la fertilidad y el desarrollo de enfermedades en los 6rganos reproductivos, debido a
cambios epigenéticos y desequilibrios hormonales inducidos por el ambiente uterino

adverso (Rhind et al., 2001; Yao et al., 2021).

Para evaluar si el sobrepeso materno altera el potencial reproductor de la
descendencia, se evaluaron algunos parametros reproductivos en las mismas. En las
hembras, evaluamos el ciclo estral por dos semanas previas a la eutanasia y vimos que la
descendencia del grupo DG presentaba una mayor duraciéon media del ciclo estral, con un
arresto en el estadio metaestro y diestro, resultando en una prolongacion temporal del
ciclo (CT vs DG; p<0,05) (Fig. 48). El tratamiento materno con butirato durante la prefiez
y la lactancia previno la alteracion en la duracion de los estadios del ciclo estral (DG vs

DGB, p<0,05) (Fig. 48).
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Figura 48. Ciclo estral de la descendencia. Duracién del ciclo estral observada en el extendido vaginal
durante dos semanas en la descendencia hembra entre los 120 y 140 dias de edad provenientes del grupo
de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4) y del
grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y la
lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias significativas entre los grupos. Test

estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.
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En relacion a la descendencia macho, se detallan a continuacion algunos de los
principales parametros reproductivos caracteristicos de la maduracion sexual, para
evaluar si el sobrepeso materno fue capaz de modificar el potencial reproductor y cual es
el efecto del tratamiento materno con butirato sobre el mismo. El indice testicular, que
relaciona el peso testicular medio con el peso corporal del animal en el momento de la
eutanasia, mostro un incremento en el grupo DG (CT vs DG, p<0,05), que fue prevenido
por el butirato (DG vs DGB, p<0,05) (Fig. 49A). No observamos diferencias
significativas en el indice epididimal, que relaciona el peso epididimal medio con el peso
corporal del animal en el momento de la eutanasia, entre los grupos en estudio (Fig. 49B).
Observamos una disminucion en la longitud testicular en ambos grupos de dieta grasa,
DG y DGB (CT vs DG y CT vs DGB, p<0,05) (Fig. 49C), pero no hubo cambios en la
longitud epididimal entre los grupos en estudio (Fig. 49D).
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Figura 49. Parametros reproductivos en la descendencia macho. A) indice testicular, B) indice
epididimal, C) longitud testicular y D) longitud epididimal de la descendencia macho a los 140 dias de edad
provenientes del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en
grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con butirato
durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras representan diferencias significativas

entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.

Parametros espermaticos.

En relacion a los pardmetros espermaticos medidos, observamos una disminucion
en la motilidad de los espermatozoides en la descendencia macho del grupo DG (CT vs
DG, p<0,05), alteracion que no se observd cuando la madre fue tratada con butirato (DG
vs DGB) (Fig. 50A). El recuento de espermatozoides no presentd diferencias

significativas entre los grupos en estudio (Fig. 50B).
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Figura 50. Parametros espermaticos. A) motilidad espermatica y B) recuento espermatico de la
descendencia macho a los 140 dias de edad provenientes del grupo de ratas control (CT, n=5), del grupo de
ratas alimentadas con una dieta rica en grasas (DG, n=4) y del grupo de ratas alimentadas con una dieta rica
en grasas y tratadas con butirato durante la gestacion y la lactancia (DGB, n=4). Las diferentes letras

representan diferencias significativas entre los grupos. Test estadistico: Anova de un factor, post test Tukey.
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Conclusiones Capitulo 6:

En el presente capitulo observamos que la descendencia de 140 dias de edad de
madre con sobrepeso no presentd diferencias de peso, como tampoco en los niveles de
lipidos circulantes. A pesar de eso, se observo una disminucion en el peso relativo del
tejido adiposo en la descendencia de ambos sexos en el grupo DGB, que esté relacionada
con una disminucion en el contorno corporal. De manera interesante, observamos un
incremento en las transaminasas en el grupo DG, prevenido en parte por el tratamiento

materno con butirato. Estos efectos son mas notorios en machos que en hembras.

Los higados de la descendencia de 140 dias de edad de ratas con sobrepeso
presentaron una sobreacumulacion de lipidos, a pesar de no presentar cambios en su peso
y en los lipidos circulantes. Ademas, presentaron diferencias sexo-dependientes en cuanto
a los niveles de ARN mensajero de genes involucrados en el metabolismo lipidico,
observandose mas alteraciones en la descendencia hembra que en la descendencia macho.
Aun asi, se observa una mayor acumulacion lipidica y un mayor dafio oxidativo en ambos

sexos, evidenciando la presencia de alteraciones hepaticas.

El tratamiento materno con butirato previno la sobreacumulacion de lipidos
hepaticos en la descendencia de 140 dias de edad, las alteraciones en los niveles de ARN
mensajero de genes involucrados en el metabolismo lipidico, el dafio oxidativo y las
alteraciones en los niveles de ARN mensajero de genes involucrado en el inflamasoma,
lo que en conjunto evidencia una mejora de la condicion de la enfermedad de higado

graso.

Se observaron alteraciones en los parametros reproductivos en la descendencia
DG, en hembras una mayor duracion del ciclo estral y en machos un mayor indice
testicular y menor motilidad espermatica, alteraciones prevenidas tanto en machos como

en hembras en el grupo DGB, lo que podria traer consecuencias transgeneracionales.
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5. DISCUSION
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DISCUSION

La hipotesis de los origenes en el desarrollo de la salud y la enfermedad abri6 un
nuevo paradigma de estudio sobre como un entorno intrauterino adverso influye en la
descendencia, aumentando la susceptibilidad de desarrollar enfermedades metabolicas.
Tanto la vida intrauterina como los primeros dias postnatales son ventanas criticas en las
que el entorno materno influye en el correcto desarrollo del feto. Durante estas etapas,
fetos y lactantes interactian nutrientes, hormonas, metabolitos y sustancias que
intervienen en el balance de inflamacion y de oxidacion, que reflejan el estado metabolico
materno, lo que podria comprometer la salud y la respuesta adaptativa a potenciales
desafios ambientales adicionales en el futuro (Jansson and Powell, 2007; Drake and

Seckl, 2011; Lane et al., 2014; Lindsay et al., 2019).

La obesidad materna ha sido ampliamente estudiada bajo este concepto,
especialmente en modelos expuestos a dietas ricas en grasas. En estos modelos, la
descendencia de madres con obesidad muestra un aumento en la adiposidad, resistencia
a la insulina e hipertension, lo que evidencia programacion intrauterina de alteraciones
metabolicas (Jawerbaum and White, 2017; Fernandez-Twinn et al., 2019; Scheidl et al.,
2023a). Los roedores, en particular las ratas, son comunmente utilizados en estos estudios
debido a su corto periodo gestacional y las similitudes metabdlicas con los humanos, con
pocas diferencias en el desarrollo. Estudios recientes también han empleado dietas ricas
en grasas y azlcares para inducir obesidad materna, resultando en la descendencia que
presenta hiperfagia, resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa en la edad adulta
(Marques et al., 2016; Jawerbaum and White, 2017; Grzgda et al., 2022). Estos hallazgos
subrayan la importancia de entender como el entorno materno afecta el desarrollo
metabolico de la descendencia y su salud a largo plazo, y de disefiar intervenciones

beneficiosas para generaciones futuras.

En la presente tesis utilizamos un modelo de obesidad materna dado por un
incremento en la ingesta de grasas saturadas de manera previa y durante la gestacion y la
lactancia de ratas. En trabajos previos, estudiamos algunas alteraciones en la madre, la
placenta, los fetos y la descendencia de rata con sobrepeso (Gaccioli et al., 2013;
Mazzucco et al., 2013a, 2016; Heinecke et al., 2020, 2024). El modelo estudiado en este

trabajo reproduce algunas de las caracteristicas presentes en mujeres embarazadas que
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desarrollan sobrepeso y obesidad previamente. Esto nos permitio estudiar alteraciones
metabolicas de la descendencia que tendrian su inicio durante la vida intrauterina y que
permanecerian en la vida adulta afectando su salud metabolica. Se utilizé una dieta con
un 26% de grasas saturadas que representa el 48% del aporte calorico total, a diferencia
de las dietas estandar que tienen entre 5-10% de grasas y que representan entre 12-24%
del aporte calorico total. De acuerdo con el corto ciclo de vida y tiempo reproductivo de
los roedores, las dietas que inducen sobrepeso deben tener entre 30-60% de contenido
calorico proveniente de grasas para ser efectivas (Ghibaudi et al., 2002; Carpenter et al.,
2013; Speakman, 2019; De Moura E Dias et al., 2021). En el modelo utilizado, como ya
se menciono, el 48% de las calorias provienen de la grasa, valor intermedio en
comparacion al de otras dietas con exceso de grasas utilizadas en roedores (Ghibaudi et
al., 2002; Niculescu and Lupu, 2009; Hariri and Thibault, 2010; Carpenter et al., 2013;
Jawerbaum and White, 2017; De Moura E Dias et al., 2021). Mediante la administracion
de esta dieta se logr6 un incremento de un 13% de peso de manera previa a la gestacion,
valor similar al observado en otros modelos de alrededor de 45% de aporte calorico por
parte de las grasas (Ghibaudi et al., 2002; Férézou-Viala et al., 2007; C. M. Reynolds et
al., 2015; Doulberis et al., 2020; De Moura E Dias et al., 2021) y menor respecto al
observado en roedores alimentados con dietas que contienen un 60% aporte caldrico
proveniente de las grasas (Niculescu and Lupu, 2009; Liang et al., 2010; Carpenter et al.,
2013; Doulberis et al., 2020; De Moura E Dias et al., 2021). Ademas de inducir el
sobrepeso en la rata progenitora, esta dieta increment6 la adiposidad y los triglicéridos
circulantes, sin alterar la glucemia o la tolerancia a la glucosa, lo que indica que no es un
modelo de diabetes (Heinecke et al., 2024), como ocurre con la alimentacion con un 60%

de aporte caldrico de grasas (Liang et al., 2010).

Ademads del incremento de peso, adiposidad y triglicéridos circulantes en las
progenitoras, evidenciamos un mayor numero de fetos vivos al dia 21 de gestacion y un
aumento del peso corporal del feto, resultados similares a los obtenidos por nuestro y
otros grupos de trabajo (Mazzucco et al., 2013a; Catalano and Shankar, 2017; Bazzano et
al., 2021; Meneghini et al., 2024). El sobrepeso fetal es un indicador de alteraciones en el
programa que regira el metabolismo del individuo en el futuro y se asocia con un mayor
riesgo de obesidad y diabetes en la adultez (Lewis and Desoye, 2017). Nuestro modelo
refleja la problematica del sobrepeso fetal causada por la alimentacion materna rica en

grasas y es adecuado para el estudio de las anomalias generadas a partir del sobrepeso
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materno. En este trabajo, nos planteamos el objetivo de profundizar en el estudio de las
alteraciones metabdlicas de la progenitora, las placentas y la descendencia de rata con
sobrepeso y de disefiar una estrategia terapéutica durante la prefiez que previniera el
desarrollo del programa metabolico perjudicial para la descendenciay las alteraciones

de la progenitora.

En la actualidad, esta bien establecido el rol metabdlico que tiene el intestino y la
microbiota intestinal (Fava et al., 2019). Se ha reportado que el contenido de acidos grasos
de cadena corta (AGCC), como el butirato, en el colon y en las heces esta disminuido en
gestantes con sobrepeso y obesidad (Zietek et al., 2021). Varios estudios en ensayos
preclinicos y clinicos, han demostrado el efecto protector del butirato contra la obesidad
y patologias asociadas a la obesidad (Serena Coppola et al., 2021), mostrando una
disminuciéon en la esteatosis hepatica, en el IMC, en los niveles de sustancias
proinflamatorias y en los depositos de lipidos, y una mejora en la sensibilidad a la insulina
(Anachad et al., 2023; Mayorga-Ramos et al., 2022). En modelos animales sin prefiez,
Sun B. y colaboradores han observado que en ratas macho, que habian recibido butirato
en una concentracion de 300mg/kg, se reducia el estrés oxidativo (Sun et al., 2018, 2019).
Ademas, Jin CJ y colaboradores observaron que la administracion de butirato en una
concentracion de 600mg/kg a ratones lograba reducir los depdsitos de lipidos, el dafio y
la inflamacion hepatica (Jin et al., 2015). En modelos animales de prefiez, se ha observado
que la administracion de butirato de entre 1% y 5% m/m de alimento logra atenuar algunas
de las alteraciones inducidas por la dieta materna, aumentando la capacidad antioxidante
en la madre, la placenta y el feto (Lin et al., 2014)(Lin et al., 2014)(Li et al., 2013b; Lin
et al.,, 2014; Huang et al.,, 2022). En nuestro trabajo, utilizamos butirato en una
concentracion 3% m/m de alimento durante la gestacion, administrado de manera diaria
y oralmente. A lo largo de este trabajo hemos descripto varios efectos beneficiosos de la
administracién materna de butirato sobre la gestante, las placentas, los fetos y la

descendencia de rata con sobrepeso.

El incremento en el nimero de fetos inducido por el sobrepeso materno podria
estar vinculado a la tasa ovulatoria como mencionan otros autores (Galarza et al., 2017).
Por otro lado, observamos un incremento en la cantidad de fetos inducido por el butirato.
Se ha reportado previamente que el butirato promueve el incremento en el nimero fetal
y la reduccion en la tasa de abortos (Lin et al., 2014). En nuestro modelo no hemos

observado variaciones en la tasa de reabsorcion por el tratamiento materno. Mas aun,
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pareceria haber un efecto aditivo del sobrepeso materno y del tratamiento con butirato al
observar un mayor niimero de fetos viables al dia 21 de gestacion, probablemente debido

a un incremento en la tasa ovulatoria y el éxito implantatorio.

Los factores que intervienen en la determinacion del peso fetal y placentario son
varios, entre ellos, factores de crecimiento y hormonales, la afluencia de nutrientes y la
angiogénesis (Mark et al., 2011; Hayes et al., 2012; Mazzucco et al., 2013b; D. W. Kim
et al., 2014; Bellisario et al., 2015; Wang et al., 2015; Sferruzzi-Perri and Camm, 2016;
Meneghini et al., 2024). Se ha establecido que el sobrepeso fetal o neonatal esta
relacionado con una mayor afluencia de lipidos a través de la placenta (Lewis and Desoye,
2017). El incremento en la biodisponibilidad de triglicéridos materna podria ser la causa
del sobrepeso fetal observado en este trabajo. Fue de suma importancia encontrar que el
butirato, que previene la hipertrigliceridemia materna, también lo hace con el sobrepeso
fetal, confirmando una vez maés la vinculacion entre los dos eventos. En resultados que
se mostraron en la parte B de la presente tesis pudimos corroborar que la prevencion del
sobrepeso fetal por el butirato también se tradujo como una mejora en el programa

metabolico de la descendencia.

En nuestro modelo, evidenciamos que las madres con sobrepeso al dia 21 de
gestacion presentaron incrementos en la trigliceridemia, sin cambios en la colesterolemia
ni en la glucemia, junto con un incremento en los niveles circulantes de IL-1p y en la
masa del tejido adiposo. Estos parametros se observaron en otros modelos y en mujeres
embarazadas con obesidad (Hariri and Thibault, 2010; Yokomizo et al., 2014; Marques
et al., 2016; Wierzchowska-Opoka et al., 2023; Beneventi et al., 2025). De manera
interesante, el tratamiento oral con butirato previno el incremento en los niveles
circulantes de triglicéridos y de IL-13 en las madres DGB, manteniéndose el incremento
en la masa del tejido adiposo, mientras que el mismo tratamiento no produjo cambios en
el grupo CTB. Un unico trabajo ha reportado que la adicion de butirato durante la
gestacion y el periodo de lactancia promueve la movilizacion de la grasa materna y
favorece la acumulacion en los tejidos de la descendencia (Zhou et al., 2016), mientras
que la mayoria de los estudios observaron una disminucion de los lipidos circulantes, de
la inflamacion sistémica, de la masa del tejido adiposo, del IMC y del estrés oxidativo en
la madre, la placenta y el feto, previniendo el desarrollo de higado graso (Huang et al.,
2022; Jinetal., 2015; Liet al., 2013b; Lin et al., 2014; Sun et al., 2019, 2018). En nuestro

modelo, el tratamiento con butirato no produjo cambios en la masa de tejido adiposo
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materno, probablemente por la dosis y/o por el tiempo de exposicion. Sin embrago, y
dado que la conservacion del tejido adiposo es importante para una liberacion adecuada
de lipidos hacia el final de la gestacion, creemos que la ausencia de cambios en este
sentido resulta beneficiosa para los fetos en desarrollo, en los que, como evidenciamos,
se previno el sobrepeso y la sobreacumulacion lipidica hepética, clave en la programacion

metabolica.

En situaciones de alta concentracion de lipidos circulantes y resistencia a la
insulina, el metabolismo lipidico en el tejido adiposo se ve alterado, lo que conduce a
hiperlipidemia e incrementa la captacion hepatica de lipidos (Bradbury, 2006; Cusi, 2012;
Bliher, 2019). Observamos que los higados de las madres DG al dia 21 de gestacion
presentaban una sobreacumulacion de lipidos y que el tratamiento con butirato acentuaba
la acumulacion de triglicéridos y ésteres de colesterol, probablemente a expensas de una
disminucién en los acidos grasos libres tisulares. El butirato, ademas, pareceria actuar
sobre el exceso de lipidos que caracteriza al grupo DG, dado que el grupo CTB no
presento diferencias en el contenido lipidico en los higados con respecto a lo observado
en el grupo CT. El exceso de grasas en la dieta promueve la acumulacion de lipidos en el
tejido adiposo y luego comienza a almacenarse en otros tejidos, incluido el higado. Esto
favorece el desarrollo de la enfermedad del higado graso no alcoho6lico (EHGNA), como
se ha demostrado en distintos trabajos (Wardani et al., 2019; Lian et al., 2020; Eng and
Estall, 2021). En trabajos en donde se administrd butirato en modelos sin prefiez, el
AGCC disminuye el contenido hepatico de lipidos (Sun et al., 2018, 2019; Zhang et al.,
2021). En nuestro modelo, el sobrepeso es previo a la gestacion, cuando probablemente
ya esté establecida la acumulacion de lipidos en el higado y por ello el tratamiento con
butirato durante la prefiez no pudo prevenirla. Ademas, como mencionamos
anteriormente, el butirato aumenta la sensibilidad a la insulina, favoreciendo la
acumulacion de lipidos para luego favorecer las vias de oxidacion y reducir los depdsitos
de lipidos (Serena Coppola et al., 2021). En este modelo de obesidad y prefiez, las
caracteristicas propias de la fisiologia de la gestacion podrian intervenir resultando en la

sobreacumulacion observada en el grupo DGB.

En nuestro trabajo evidenciamos una depresion en las vias de sintesis y oxidacion
en el higado materno de ambos grupos DG y DGB, probablemente por el incremento en
la disponibilidad de nutrientes dada por la dieta. Trabajos previos del laboratorio

evidenciaron hiperinsulinemia en las madres DG al dia 21 de gestacion (Mazzucco et al.,
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2013a). La resistencia a la insulina y la presencia de elevados niveles de triglicéridos en
circulacion son caracteristicas frecuentes en gestantes con sobrepeso u obesidad
(Marseglia et al., 2014; Bandres-Meriz et al., 2020; Beneventi et al., 2025). Por otro lado,
observamos un incremento de los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c en el grupo
DGB, cuyos efectos anabolicos conocidos permitirian la esterificacion de acidos grasos
en moléculas mas estables como triglicéridos y ésteres de colesterol (Chandrasekaran and
Weiskirchen, 2024). El incremento en la acumulacion de estas especies lipidicas y en los
niveles de ARN mensajero de Srebp-1c en el higado, junto con la prevencion del
incremento en los niveles de triglicéridos circulantes en las madres DGB, es tal vez
atribuible a una mejora en la sensibilidad a la insulina como lo observaron en algunos
ensayos clinicos (Ilyés et al., 2022; Mayorga-Ramos et al., 2022; Chandrasekaran and
Weiskirchen, 2024). Con estos resultados nos parecio importante estudiar el efecto de
los tratamientos maternos sobre la salud de la madre, y en particular del higado, ya que
evidenciamos mejoras en el metabolismo fetal que podrian atenuar la programacion de
alteraciones metabdlicas en la descendencia, pero parecen tener un alto costo para la
salud materna. Por ello, y como se discutira mas adelante, evaluamos el efecto del
butirato sobre la madre una vez finalizada la lactancia y como impacta en la

descendencia.

La placenta es el organo de intercambio materno-fetal. Alteraciones en su
estructura o funcion frente a cambios en el entorno intrauterino, como por ejemplo los de
origen dietario, afectan el transporte de nutrientes placentario y condicionan Ia
disponibilidad de nutrientes por parte del feto y en consecuencia su crecimiento y
desarrollo (Myatt and Maloyan, 2016; Furukawa et al., 2019; Fowden et al., 2020; Kramer
et al., 2023). En la presente tesis, evidenciamos un menor peso placentario en el grupo
DG y una correlacion entre el peso placentario y el nimero de fetos. En nuestro trabajo,
pareceria ser que el exceso de grasas induce un aumento del nimero de implantes y del
peso fetal, pero no del peso placentario, que parece estar mas relacionado con la cantidad
de implantes. Los modelos de obesidad presentan o no variaciones en el peso placentario
(Jansson and Powell, 2007; Mark et al., 2011; Vaughan et al., 2012; Hayes et al., 2012;
Mazzucco et al., 2013a; Furukawa et al.,, 2014; Sferruzzi-Perri and Camm, 2016;
Jawerbaum and White, 2017; Furukawa et al., 2019; Fowden et al., 2020). En aquellos
modelos en los que la superficie de intercambio estd comprometida, la respuesta

adaptativa placentaria es incrementar el tamafio y puede presentar ademas retraso de
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crecimiento intrauterino (RCIU) (Jansson and Powell, 2007). Esto no ocurre en nuestro
modelo y, lejos de observarse RCIU, se observa sobrecrecimiento fetal, por lo que
inferimos que la superficie de intercambio no se encontraria comprometida y el transporte

placentario de nutrientes cubriria la demanda fetal.

El sobrepeso materno induce alteraciones en el transporte y/o acumulacion de
lipidos placentarios. El exceso de lipidos puede ademas inducir estrés oxidativo y
lipotoxicidad placentaria con efectos nocivos para la funcion placentaria y para el feto
(Mazzucco et al., 2013a; Calabuig-Navarro et al., 2017; Lewis and Desoye, 2017;
Louwagie et al., 2018). Al dia 21 de gestacion, las placentas del grupo DG presentaron
sobreacumulacion lipidica de todas las especies analizadas, y alteraciones en los niveles
de ARN mensajero de enzimas del metabolismo de 4cidos grasos, con algunas diferencias
sexo-dependientes. El tratamiento materno con butirato pudo prevenir en parte la
expresion de moduladores del transporte placentario de lipidos, a pesar de persistir la
acumulacion lipidica, también con una respuesta sexo-dependiente. Los mecanismos
detras del dimorfismo sexual en la placenta en el contexto de la obesidad atin no se
comprenden completamente, pero se han asociado diferencias sexuales con niveles
plasmaticos de hormonas esteroideas (Clifton, 2010; Sferruzzi-Perri and Camm, 2016;
Maliqueo et al., 2017). Entonces, existe una compleja interaccion entre el sexo fetal, los
niveles hormonales y los factores ambientales, como la obesidad materna, que pueden
influir en la funcion y el desarrollo de la placenta, y en el transporte de nutrientes al feto
en desarrollo (Sathishkumar et al., 2012; D. W. Kim et al., 2014; Myatt and Maloyan,
2016; Duttaroy and Basak, 2022).

En particular, en las placentas hembra pertenecientes al grupo DG observamos un
incremento de los niveles de ARN mensajero de Lpl, involucrada en la incorporacion de
lipidos, de Plin2 y Fabp5, junto con un incremento en los niveles proteicos de PLIN2 y
FABP4, involucrados en el trafico interno de lipidos y contencion de las gotas lipidicas,
en concordancia con la sobreacumulacion observada y el incremento de la trigliceridemia
materna. Varios trabajos han encontrado alteraciones en la expresion de los genes
involucrados en el metabolismo de lipidos en las placentas de gestantes con obesidad en
el contexto de la sobreacumulacion de lipidos (Dubé et al., 2012; Herrera and Ortega-
Senovilla, 2014; Lager et al., 2016; Myatt and Maloyan, 2016; Hirschmugl et al., 2017,
Calabuig-Navarro et al., 2017; Alvarez et al., 2020).
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En las placentas de fetos hembra de nuestro modelo, el tratamiento con butirato
previno el incremento de los transportadores Lpl y de FABP4, aunque incremento la
expresion de los transportadores CD36 y Lip g. Ademas, los niveles de Fabp5 y PLIN2
se mantuvieron elevados, en linea con la persistencia de la sobreacumulacion lipidica. Por
otro lado, los niveles de ARN mensajero de Fas y Aco, enzimas de sintesis y oxidacion
lipidica, se encontraron disminuidos. Podemos inferir que en contexto de la obesidad, con
altos niveles de lipidos circulantes, se sobreexpresan Lpl y FABP4 que favorecen la
incorporacion de lipidos y que ademas se encuentran vinculadas a la sensibilidad a la
insulina (Herrera and Ortega-Senovilla, 2014; Myatt and Maloyan, 2016). De manera
diferente, en el contexto de la normalizacion de la trigliceridemia, debido al tratamiento
con butirato, estos incrementos se previenen. Los incrementos en PLIN2 y Fabp5 se
observaron en los dos contextos maternos DG y DGB, probablemente en linea con la
sobreacumulacion placentaria de lipidos. La persistencia de la sobreacumulacion de
lipidos en ausencia de niveles elevados de triglicéridos circulantes, podria ser ocasionado
por el incremento en la expresion CD36 y Lip g. Dado que el tratamiento con butirato
incrementa la expresion de Cd36 en placentas de fetos hembra del control, podriamos
decir que el incremento en Cd36 obedeceria a un accionar de butirato independiente del
contexto y de manera dependiente del sexo, mientras que Lip g obedeceria a efectos

indirectos sobre la salud materna.

De manera similar a lo observado en hembras, las placentas de fetos macho del
grupo DG mostraron sobreacumulacion lipidica vinculada probablemente al incremento
del transportador FABP4. De manera diferente, en el grupo DGB dicho incremento no
se observa a pesar de acentuarse la acumulacion lipidica con respecto al grupo DG.
Probablemente, dicho incremento podria vincularse con una mayor expresion de Lpl,
Fabp5, CD36 y PLIN2 en el grupo DGB, lo que podria resultar en un incremento de la

internalizacion, transporte y acumulacion tisular de lipidos.

El accionar del tratamiento del butirato sobre la placenta, es aun poco claro y no
podemos dilucidar si los cambios moleculares del grupo DGB son causa o simplemente
se asocian a las diferencias dependientes del sexo en la acumulacion placentaria de
lipidos. Otros han evidenciado que el butirato previene los efectos proinflamatorios y
prooxidantes en las placentas de modelos de obesidad (Lin et al., 2014). De nuestro
trabajo podemos inferir, como se discutird mas adelante en la seccion de fetos, que los

efectos del butirato sobre las placentas de los machos parecen ser perjudiciales, y en las
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hembras no, sin embrago el mismo tratamiento parece tener efectos mas beneficiosos en
los fetos macho que en el caso de las hembras, soslayando un efecto protector de la

placenta de los machos en el grupo DGB, que no es tan marcado en las hembras.

Es posible que la disminucion en la trigliceridemia materna observada en el grupo
DGB con respecto al DG sea consecuencia de un aumento en la internalizacion de lipidos
tanto en la placenta como en los tejidos maternos. Tal como se vio anteriormente (Fornes
et al., 2022; Shook et al., 2023), nuestros hallazgos refuerzan la existencia de un
dimorfismo sexual en el metabolismo placentario, donde el tratamiento con butirato
modulo diferencialmente la expresion de genes clave en el metabolismo lipidico. Estos
resultados subrayan el papel clave de la placenta en la regulacion del exceso de lipidos
maternos, con mecanismos que varian segun el sexo fetal y responden tanto a la obesidad
materna como a la intervencion con butirato. Trabajos futuros son necesarios para
profundizar en los mecanismos subyacentes al dimorfismo sexual y su impacto en la

placenta y el feto en desarrollo.

Como ya se mencion6 previamente, son varios autores los que mencionan un
incremento en el peso fetal debido al sobrepeso materno (Gaccioli et al., 2013; Mazzucco
et al., 2013a; Parisi et al., 2021; Beneventi et al., 2025). En neonatos humanos el
incremento en el peso fetal se debe principalmente al incremento de la adiposidad
(Desoye and Herrera, 2021; Lecoutre et al., 2023; Scheidl et al., 2023b). En los roedores,
la diferenciacion de tejido adiposo ocurre durante la vida postnatal, por lo que el
sobrepeso se corresponde con un incremento del peso general de todos los organos
(Jawerbaum and White, 2017). El sobrepeso fetal y la sobreacumulacion lipidica hepatica
son indicadores prondsticos del desarrollo de anomalias metabolicas futuras. En nuestro
trabajo, no observamos organomegalia fetal debido al sobrepeso materno, pero si un
incremento en la acumulacion de lipidos hepaticos, prevenida en parte por el tratamiento
con butirato, lo que podria mejorar el programa metabdlico de la descendencia de rata

con obesidad.

En relacion a los fetos, observamos que el sobrepeso materno indujo una
disminucion en la trigliceridemia en ambos sexos, junto con un incremento en la actividad
de la transaminasa ALT y una sobreacumulacion de lipidos en el higado fetal. Estos
resultados se han observado previamente en modelos de sobrepeso y obesidad materna

(Pruis et al., 2014; Fernandez-Twinn et al., 2019; Thompson, 2020; Scheidl et al., 2023a;
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Nathanielsz et al., 2013; Mazzucco et al., 2013a; Heinecke et al., 2020), evidenciando la
programacion metabodlica de anomalias en el feto relacionadas a la EHGNA. Se observo
que la trigliceridemia fetal puede tanto aumentar (Mazzucco et al., 2013b; Diaz et al.,
2015) como disminuir en modelos de sobrepeso y de diabetes gestacional (Balachandiran
et al., 2021; Shook et al., 2023). Si bien no estan claros los mecanismos subyacentes de
regulacion de la trigliceridemia fetal en el contexto de obesidad materna, en ambos casos

se promueve la acumulacion de lipidos en tejidos fetales (Brumbaugh and Friedman,

2014).

Los higados fetales indistintamente del sexo del grupo DG, mostraron
sobreacumulacion lipidica. Aun asi, a nivel molecular, encontramos algunas diferencias
dependientes del sexo en la expresion génica, evidenciando en las hembras niveles
elevados de ARN mensajero de Srebp-1c, Cyp4al y Sod2, mientras que en los machos
solo se observo un incremento en los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c. Estos genes
estan involucrados en la EHGNA, mediante alteraciones en la sintesis de lipidos,
oxidacion de acidos grasos y la funcion antioxidante, contribuyendo a la acumulacion de
lipidos y al estrés oxidativo (Alfaradhi et al., 2014; Wardani et al., 2019; Heinecke et al.,
2020; Thompson, 2020). Se ha reportado una programacion intrauterina de caracteristicas
similares a la enfermedad del higado graso en los fetos por el sobrepeso materno, con
alteraciones en el metabolismo lipidico y la respuesta frente al estrés oxidativo (Mazzucco
et al., 2013a; Brumbaugh and Friedman, 2014; Alfaradhi et al., 2014; Lynch et al., 2017;
Nirala et al., 2024). En trabajos previos y de otros autores se ha observado
hiperinsulinemia en los fetos al dia 21 de gestacion en modelos de obesidad por dieta alta
en grasas (Mazzucco et al., 2013a; Murabayashi et al., 2013; Catalano and Shankar,
2017). La sobreacumulacion de lipidos fetales podria originarse en el incremento de

Srebp-1c, que esta ligado al accionar lipogénico de la insulina.

El tratamiento materno con butirato previno la sobreacumulacion de lipidos en el
higado fetal, de manera mas marcada en los fetos macho, en los que normaliz6 la
trigliceridemia. Ademas, en el grupo DGB, el butirato previno el incremento en los
niveles de ARN mensajero de Srebp-1c, Cyp4al y Sod2 en hembras, aunque los niveles
elevados de Srebp-1c se acentuaron en machos. Pareceria que el butirato tiene efectos
convergentes en cuanto a la prevencion de la acumulacion lipidica hepatica, aunque por
diferentes vias de acuerdo al sexo. Dado que en las hembras la trigliceridemia no se

normaliza, los efectos sobre el higado fetal podrian estar vinculados a efectos directos del
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butirato sobre la expresion de genes y proteinas del transporte de lipidos en el higado. De
manera diferente, en los machos, la normalizacion del contenido de lipidos hepatico
podria estar vinculado a la normalizaciéon de la trigliceridemia y a la modulacion
placentaria del transporte de lipidos. En linea con nuestros resultados, modelos de
gestantes con sobrepeso a las que se les administra butirato, se ha observado un aumento
en la capacidad antioxidante en el higado fetal (Lin et al., 2014) y prevencion de las
alteraciones en la acumulacion y en el metabolismo de lipidos en el higado fetal (Li et al.,
2013b; Huang et al., 2022), denotando un efecto beneficioso del AGCC durante la

gestacion.

A pesar de las diferencias dependientes del sexo tanto en la placenta como en el
feto, se evidencia un pasaje mayor de nutrientes en el grupo DG junto con marcadores de
higado graso, y una mejora en el programa metabolico por el tratamiento con butirato, lo
que podria prevenir el desarrollo de alteraciones y patologias metabdlicas en el futuro.
Con estos resultados podemos decir que el butirato parece tener un potencial preventivo
en la programacion metabolica adversa en fetos expuestos a un entorno materno
obesdgeno, lo que podria reducir el riesgo de desarrollar patologias metabdlicas en la

adultez.

A continuacion, discutiremos el efecto de la administracion de butirato durante la

prefiez y la lactancia a ratas con obesidad y a su descendencia a los 140 dias de vida.

La lactancia, al igual que la gestacion y la primera infancia, son momentos
cruciales para el desarrollo de las crias en crecimiento. Por ello, un desafio nutricional
durante los mismos influye en la salud de la descendencia a lo largo de toda su vida (Pico
et al., 2021). Distintos trabajos muestran que la exposicion a dietas altas en grasa durante
la gestacion y/o la lactancia programa alteraciones metabolicas, asociadas a la obesidad
materna, generando alteraciones en la descendencia a lo largo de su vida (Gregorio et al.,
2010; Tsuduki et al., 2013; C. Reynolds et al., 2015; Lindsay et al., 2019; Alvarez et al.,
2020; Pico et al., 2021).

Con el objetivo de evaluar el efecto de la dieta rica en grasas saturadas y el
tratamiento materno con butirato sobre el desarrollo y crecimiento de la descendencia en
su adultez, decidimos seguir el modelo explicado en el capitulo 1 hasta los 140 dias de
vida de la descendencia. Para esto, se dejo nacer a las crias y durante la lactancia se

continud alimentando a las madres con sus respectivas dietas. Durante la lactancia, la

174



madre experimenta una hiperfagia similar a la gestacion. Sin embargo, tanto las reservas,
como gran parte de la ingesta son dirigidas a la glandula mamaria para ser parte de la
produccion de leche y asi poder sustentar el crecimiento del neonato. Por ello, es que la
hiperfagia materna no se acompafia con un incremento de peso. Por el contrario, se
produce una disminucion del peso materno. De acuerdo a esto, se disminuy6 la cantidad
de butirato a administrar a 1% y se disminuy6 la frecuencia, ya que calculado en funcion
de la ingesta como se hizo durante la gestacion, seria un incremento sustancial en la

incorporacion del 4cido graso de cadena corta con respecto al peso corporal.

Los AGCC cumplen un rol importante en la lactancia, ya que la leche materna
contiene AGCC que son transportados al neonato para su correcta nutricion y proteccion
contra alergias alimenticias (Paparo et al., 2021). La obesidad materna esta asociada a
menores concentraciones de AGCC producido por la microbiota intestinal, por ende en
el momento de la lactancia, la leche materna también podria presentar menos
concentracion de AGCC. La leche materna proporciona un suministro inicial de AGCC
al recién nacido, cuando la produccion endogena por su microbiota inmadura es baja. Se
ha observado que la presencia de AGCC esta asociado a la mejora en la composicion

corporal de grasa en la descendencia (Prentice et al., 2019; He et al., 2023).

A pesar de no realizar una cuantificacion, observamos que las madres DG se
comportaban de distinta manera durante la lactancia. En primer lugar, no construian el
nido como lo realizaban las madres CT, sino que lo hacian de manera desordenada, en
varios lugares y, ademas, se comian el papel proporcionado para el armado del nido.
Luego de parir, aislaban a sus crias en diferentes sitios del lecho, de acuerdo a los varios
sitios donde habian dejado nidos a medio construir. La administracion de butirato previno
parcialmente ese comportamiento, las madres del grupo DGB no se comian el papel y
organizaban mejor el nido, aunque no llegaba a estar tan armado como el de las controles.
Se ha asociado a la obesidad con menores probabilidades de realizar una lactancia
materna exitosa, con una reduccion en el primer contacto piel a piel, en el éxito de
lactancia materna en la primera hora, de lactancia materna exclusiva y de la voluntad de
la misma, junto con un mayor riesgo de retraso en la lactogénesis (Lepe et al., 2011;

Ballesta-Castillejos et al., 2020).

Luego del destete evaluamos la condicion metabolica de las madres y como se

afectaba la misma luego de los periodos de gestacion y lactancia por la dieta con exceso
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de grasas saturadas sola o junto con el tratamiento con butirato. Previamente, describimos
las alteraciones de las ratas con obesidad al dia 21 de gestacion. Asimismo, establecimos
que, si bien el butirato prevenia alteraciones importantes en los fetos de 21 dias de
gestacion, no prevenia algunas de las alteraciones maternas. Mds aun, el contenido
lipidico hepatico se acentuaba. De acuerdo con estas observaciones, se continuo el estudio

de las madres al destete.

Observamos que, al final de la lactancia, aunque las madres del grupo DG no
mostraron diferencias significativas en el peso corporal al momento de la eutanasia, si
presentaron un incremento en el peso relativo del tejido adiposo. Este hallazgo es
coherente con estudios previos que vinculan el sobrepeso materno con alteraciones en la
composicion corporal de grasa, lo que podria predisponer a las madres a desarrollar otras
patologias metabolicas mas adelante en la vida (Ghibaudi et al., 2002; Hariri and Thibault,
2010; De Moura E Dias et al., 2021). Ademas, el incremento de los niveles de las enzimas
ALT y ALP, de la citoquina proinflamatoria IL-1p, junto con la acumulacion de lipidos
y el aumento de la lipoperoxidacion en el higado, son indicativos de dafio hepatico y la
presencia de esteatosis hepatica (Henao-Mejia et al., 2012; Pafili and Roden, 2021;
Habibullah et al., 2024). La literatura sostiene que la obesidad y el sobrepeso materno
estan asociados con un mayor riesgo de desarrollar EHGNA, tanto en humanos como en
modelos animales, debido a la sobreacumulacion de lipidos hepaticos y el estrés oxidativo
generado (Wardani et al., 2019; Lian et al., 2020; Eng and Estall, 2021; Scorletti and Carr,
2022).

El tratamiento con butirato durante la gestacion y lactancia demostrd efectos
preventivos sobre algunas de las alteraciones observadas. Especificamente, se previno el
incremento en el peso del tejido adiposo, de la actividad de ALT, de los niveles de IL-1f3
y la lipoperoxidacion hepatica, y se observo una disminucion en la actividad de AST y en
la trigliceridemia. Por otro lado, en esta etapa, a diferencia de la gestacion a término, no
se observo que el tratamiento con butirato acentuara la acumulacion lipidica hepatica en
las madres con obesidad. Estos resultados son prometedores, ya que sugieren un efecto
protector del butirato frente a la disfuncion metabdlica inducida por una dieta rica en
grasas saturadas durante el embarazo y la lactancia. En este trabajo administramos
butirato durante los desafios metabdlicos de la gestacion y la lactancia, momentos en los
que hay una demanda alta de nutrientes que deben ser direccionados de manera especifica.

Es por ello que los resultados acé presentados son diferentes a los obtenidos por otros

176



grupos que utilizan modelos en momentos que no son ni la prefiez ni la lactancia. En
efecto, otros han descripto el rol del butirato en ausencia de dichos desafios metabdlicos,
y no se ha descripto un incremento de los lipidos hepaticos (Sun et al., 2018, 2019; Zhang
et al.,, 2021; Serena Coppola et al., 2021; Mayorga-Ramos et al., 2022). Durante la
lactancia y la prefiez, la fisiologia materna se adapta, y, con ayuda de la funcion
placentaria y de la glandula mamaria, el feto y el neonato se desarrollan, nutren y crecen
de manera adecuada. La funcion placentaria ha sido discutida, sus alteraciones por la
obesidad materna, asi como los efectos del tratamiento con butirato. Sera de sumo interés
en trabajos futuros evaluar como afecta el butirato la funcién de la glandula mamaria y

asi la lactancia.

Junto con la acumulacioén lipidica hepatica en las madres al destete, en los grupos
DG y DGB se observo un incremento en los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c, un
factor de transcripcion clave en la lipogénesis. La disminucion de las enzimas Fasn, Accl
y Fabp5, involucradas en la sintesis y transporte interno de acidos grasos, sugiere una
posible regulacion compensatoria en respuesta a la acumulacion excesiva de lipidos en
ambos grupos de dieta grasa. El aumento en los niveles de Acaa2, una enzima clave en la
B-oxidacion de acidos grasos, refuerza la hipodtesis de que el higado podria intentar
contrarrestar la sobrecarga lipidica mediante la oxidacién de acidos grasos tanto en el
grupo DG como DGB. Si bien observamos que las ratas con sobrepeso luego de la
lactancia presentaban multiples alteraciones metabolicas clinicas que fueron prevenidas
en parte por el tratamiento con butirato, no se evidencio un correlato de esta prevencion
en los niveles de ARN mensajero de enzimas claves del metabolismo lipidico. Aun asi,
la salud metabodlica materna luego del destete del grupo DGB se encuentra en mejores

condiciones que el grupo DG y que las gestantes a término del grupo DGB.

Como se ha mencionado, el butirato disminuy¢ la trigliceridemia y la adiposidad
en las madres con obesidad al final de la lactancia. Nos alarmé que esto coincidiera con
una disminucion del peso corporal de las crias al momento del destete, ya que un retraso
de crecimiento en etapas tempranas del desarrollo podria ser un indicador de
programacion de alteraciones metabolicas futuras. Por ello, se realizé un seguimiento del
peso de la descendencia desde el destete hasta los 140 dias de vida y no se encontraron
diferencias significativas en cuanto a la dinamica de crecimiento, pero si encontramos
que a los 140 dias tanto las hembras como los machos no presentaban diferencias de peso

debido a la obesidad materna. Sin embargo, la descendencia macho de madres con
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obesidad y que recibieron butirato durante la gestacion y lactancia, presentaba el peso, el
contorno y la adiposidad disminuidos mientras que la longitud se mantenia similar a los
otros dos grupos. Esto indicaria que el butirato induce una disminucion en la masa grasa,
reflejada en el contorno y el peso que no afectaria la masa magra de los individuos. La
disminucién del componente graso de la masa corporal, lejos de ser alarmante, parece
tener buen pronostico metabolico (Claiborne et al., 2024). En cuanto a las hembras, la
obesidad materna indujo una tendencia al incremento en la adiposidad que no se observa
en la descendencia de madres con obesidad que recibio butirato. Este cambio en la
adiposidad que, al igual que en los machos se vincula con una disminucion en el contorno,
no se asocia en este caso a una disminuciéon de peso, lo que igualmente podria ser
indicador de una mejora en el programa metabolico de la descendencia de rata con

obesidad.

Luego de la lactancia, la descendencia de todos los grupos experimentales fue
alimentada con alimento normograso hasta su eutanasia a los 140 dias de edad. Como
hemos mencionado, observamos que la descendencia del grupo DG no presento
diferencias significativas en el peso corporal ni en los niveles de lipidos circulantes al
compararlo con el control. Aunque si observamos, al igual que previamente (Mazzucco
etal.,2016; Heinecke et al., 2020), una sobreacumulacion lipidica hepatica, dafio hepatico
relacionados con especies reactivas del oxigeno y un incremento en los niveles de
transaminasas en la descendencia del grupo DG, lo que indica dafio hepatico. Estos
resultados fueron observados por nosotros y otros grupos de investigacion (Gregorio et
al., 2010; Lynch et al., 2017; Mazzucco et al., 2016; Thompson, 2020; Heinecke et al.,
2020; Eng and Estall, 2021). Es interesante remarcar la importancia de estos resultados
ya que, tanto en modelos animales como en humanos, trastornos metabolicos de
importancia podrian ser subestimados con las evaluaciones clinicas habituales. Este
trabajo sugiere la importancia de indagar en la historia metabdlica familiar al momento

de la indicacién de examenes de rutina.

La administracion materna de butirato durante la gestacion y la lactancia con
obesidad tiene un impacto positivo en la descendencia a los 140 dias. Previene la
sobreacumulacion lipidica hepatica, el dafio por especies reactivas del oxigeno y en los
machos el incremento de transaminasas, lo que podria mejorar el programa metabolico

del higado.
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La obesidad materna induce alteraciones en la descendencia y el butirato las
previene de manera independiente del sexo. Por el contrario, el correlato molecular en
cuanto a la expresion de genes involucrados en el metabolismo lipidico hepatico es mas
complejo y presenta diferencias dependientes del sexo. La obesidad materna en la
descendencia hembra incrementa los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c, Lxra y
Accl, genes involucrados en la sintesis de lipidos. El factor de transcripcion Lxra induce
la trascripcion del factor Srebp-1c, el cual a su vez induce la expresion de Accl
(Chandrasekaran and Weiskirchen, 2024). Estos incrementos contrastarian con la
disminucion del contenido hepatico de acidos grasos libres. Sin embargo, de acuerdo a
los efectos de Srebp-1c, los acidos grasos libres podrian disminuir, pero para pasar a ser
sustrato de esterificacion y pasar a formar parte del incremento del contenido de
triglicéridos hepaticos observados. Se ha reportado un incremento en la expresion de estos
genes coincidente con el incremento en el contenido lipidico hepatico en modelos de
EHGNA (Chen et al., 2009; Harriman et al., 2016; Chandrasekaran and Weiskirchen,
2024). Asimismo, se encontr6 un incremento en los niveles de ARN mensajero de Accaz,
Cyp4al y Nrlp3, involucrados en la respuesta inflamatoria y oxidativa que se encuentra
también en modelos de sobrepeso y/o enfermedad de higado graso de distintos grados de
severidad (Henao-Mejia et al., 2012; Zhang et al., 2017; Chalasani et al., 2018; Heinecke
et al., 2020). En las hembras del grupo DGB, no se observan los incrementos en la
expresion de los genes antes mencionados. Las variaciones en los niveles de ARN
mensajero de Srebp-1c y Lxra son coincidentes como era esperable, dado que ambos
actiian como sensores de colesterol y son activados mediante oxisteroles (Repa et al.,
2002; Sato, 2010; Bovenga et al., 2015; Palmisano et al., 2018). La normalizacion de los
niveles de los genes involucrados en el metabolismo de lipidos y la respuesta inflamatoria
y oxidativa podria estar vinculada a la del contenido lipidico hepatico y a la prevencion

de las anomalias en el programa metabolico en el higado.

En el caso de la descendencia macho, encontramos que la obesidad materna
induce un incremento de los niveles de ARN mensajero de Cyp4al y de 11-18, claros
marcadores de una respuesta inflamatoria y oxidativa, que se encuentra frecuentemente
en los modelos de higado graso (Henao-Mejia et al., 2012; Zhang et al., 2017; Chalasani
et al., 2018). Ambeas alteraciones no se observan en el grupo DGB. De manera inesperada,
los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c¢ fueron disminuidos en la descendencia macho

de los grupos DG y DGB. Esta alteracion, en el contexto de la sobreacumulacion lipidica

179



encontrada en el grupo DG, es inusual y llama la atencion, no solo por el contexto de
higado graso, sino por la diferencia con las hembras. Mas aun, en etapas mas tempranas,
los fetos macho presentan un incremento en los niveles de ARN mensajero de Srebp-1c.
Podria ser una respuesta adaptativa al incremento en el contenido de lipidos o podria ser
causa de una disminucion en la sensibilidad tisular hepatica a la insulina, que no se ha
evaluado en este trabajo. En todo caso, parece responder a la historia de obesidad materna
mas que al contexto hepatico propio, ya que en el caso de la descendencia del grupo DGB,
en la que el contenido lipidico hepatico es semejante al control, también se encontraron

disminuidos.

Las diferencias dependientes del sexo en Srebp-1c podrian atribuirse a las
diferencias en los niveles de Lxra mencionadas. Ademas de las variaciones en los niveles
observadas solo en hembras, diferencias dependientes del metabolismo del colesterol
entre machos y hembras podrian ser las causantes de las diferentes respuestas a ambientes
metabolicos similares (Repa et al., 2002; Sato, 2010; Bovenga et al., 2015; Palmisano et
al., 2018).

De cualquier manera, mas alla de poder comprender del todo el contexto
molecular en cuanto a los niveles de ARN mensajero de los genes en estudio, observamos
que la obesidad materna programa alteraciones hepaticas compatibles con EHGNA, que
el tratamiento con butirato previene con algunas diferencias dependientes del sexo, pero

que globalmente prevendrian el desarrollo de dicha patologia.

Por otro lado, se detectaron alteraciones en los parametros reproductivos de la
descendencia DG, con una mayor duracién del ciclo estral en hembras y un mayor indice
testicular y menor motilidad espermatica en machos, alteraciones que no se observan en
la descendencia del grupo DGB. Estos resultados son consistentes con estudios que
demuestran que el entorno intrauterino adverso puede afectar el desarrollo reproductivo
de la descendencia (Yao et al., 2021; Meneghini et al., 2022, 2024) y sugieren un rol

protector del butirato de dicha funcion.

El tratamiento con butirato fue capaz de mejorar las alteraciones programadas
por la obesidad materna en la descendencia, previniendo la mayor predisposicion a
desarrollar algun desorden metabdlico y disfuncién reproductiva en su vida adulta.

Investigaciones futuras son necesarias para entender los mecanismos subyacentes.
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6. CONCLUSION

181



CONCLUSION

Con respecto a nuestra hipdtesis de trabajo “El sobrepeso materno induce
alteraciones en el metabolismo y en la salud hepatica de la rata gestante, que programan
anomalias metabdlicas, reproductivas y hepaticas en la descendencia, que se atentan
por el tratamiento materno con butirato”, podemos decir que nuestros resultados la

respaldan.

A continuacion, se muestra una esquematizacion y un punteo de lo observado en

la presente tesis:

Aumento de peso Anomaliasen la Efectos en la salud de
previo a la gestacién placenta la madre al destete
La madre experimenta La placenta muestra una La madre sufre cambios
un aumento de peso acumulacion excesiva de en la composicién
significativo previo a la lipidos y alteraciones en la corporal y dafio
gestacion. expresion de transportadores hepético.

lipidicos.

Anomalias metabdlicas Anomalias en los fetos Impactoen la
hepaticas en la madre Lo Fetas da B iidias descendencia adulta
La madre al dia 21 de gestacion muestran sobrepeso, La descendencia adulta
contintia con el incremento de sobreacumulacién de enfrenta problemas
peso, hay un incremento de masa lipidos y alterada expresion reproductivos,
grasa y muestra alteraciones de genes del metabolismo metabélicos y hepaticos.
vinculadas a la enfermedad del lipidico.

higado graso

Esquema 12: Representacion grafica del efecto de la dieta rica en grasas saturadas en la salud de la

madre y la descendencia.

e En la madre al dia 21 de gestacion, la dieta rica en grasas saturadas genera un
sobrepeso, incremento en la adiposidad y alteraciones caracteristicas de la

enfermedad del higado graso.
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e Lasplacentas alos 21 dia de gestacion presentaron menor peso, sobreacumulacion
de lipidos y alteraciones dependientes del sexo en la expresion de genes y
proteinas clave del transporte y metabolismo lipidico, pudiendo alterar el pasaje
de nutrientes y sustancias al feto en desarrollo.

e Los fetos de 21 dias de gestacion presentaron un sobrepeso, incremento en la
actividad transaminasa, diminuciéon en la trigliceridemia, sobreacumulacion
hepatica de lipidos y alterada expresion génica dependiente del sexo de genes
involucrados en el metabolismo de lipidos en el higado, evidenciando una
programacion intrauterina de alteraciones metabolicas.

e Luego del destete las ratas presentaron alteraciones en la composicion corporal de
grasa y marcadores de dafio hepatico y alterada expresion de genes involucrados
en el metabolismo lipidico hepatico.

e La descendencia adulta de estas ratas, a pesar de alimentarse con una dieta
normograsa a partir del destete, presentd alteraciones en parametros
reproductivos, en la composicion corporal de grasa, marcadores de dafo hepatico
y alteraciones dependientes del sexo en la expresion de genes involucrados en el
metabolismo lipidico hepatico. Esto evidencia el impacto de un ambiente materno
alterado y su efecto sobre la programacion de alteraciones metabolicas en la

descendencia a lo largo de su vida.

A continuacién, se muestra una esquematizacion y un punteo del efecto del

tratamiento materno con butirato:
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Peso previoala
gestacion
El tratamiento con

butirato comenzo el dia
1 de gestacion.

Anomalias metabdlicas
hepaticas en la madre
El butirato previene el

incremento en triglicéridos e IL-
1P circulante, aunque acentua

Anomalias en la
placenta

Se acentda la acumulacion de
lipidos placentaria y hay una
modulacion de |la expresion génica
por el butirato, con diferencias
dependientes del sexo.

v

\

Anomalias en los fetos

El butirato previno el
sobrepeso, la incrementada
actividad transaminasa y la

sobreacumulacion de lipidos

\ I." -~ . |'
) 7 r._" 73 y é \

Efectos en la salud de
la madre al destete

El butirato previene el
incremento de masa grasa, de la
actividad transaminasa y dafo
por ROS, aunque se mantiene la
acumulacion hepatica de lipidos.

0

L

i

@

)/\

Impactoen la
descendencia adulta
El butirato previno las

anomalias vinculadas al
higado graso observadas

mas el contenido lipidico en el
higado de madres a los 21 dias
de gestacion.

en el higado. por el sobrepeso materno

Esquema 13: Representacion grafica del efecto del tratamiento materno con butirato en la salud de la

madre y la descendencia.

v Observamos que la administracion de butirato no tuvo efectos nocivos en la

gestante, placenta y feto del grupo CT.

La administracion de butirato durante la gestacion a ratas con obesidad, si bien no
mejoro la salud hepatica, normalizo los niveles de triglicéridos e IL-1f circulantes
de la gestante.

Ademas, dicho tratamiento tuvo efectos dependientes del sexo en la placenta. En
conjunto, los cambios placentarios y las mejoras maternas resultaron en claros
efectos protectores en el feto de 21 dias de gestacion, lo que podria mejorar el
programa metabolico de la descendencia.

Cuando el tratamiento con butirato se administr6 durante la gestacion y la
lactancia, observamos una mejora en las ratas luego del destete, con una reduccion
del peso del tejido adiposo y modulacion de la expresion génica hepatica,
probablemente vinculada a la disminucion del dafio hepatico.

La descendencia adulta presentd claras mejoras en cuanto a los pardmetros
reproductivos. Atenud, si bien con diferencias entre machos y hembra, el dafio

hepatico y la expresion alterada de genes involucrados en el desarrollo de la
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EHGNA, lo que refuerza lo observado en fetos y sugiere que el tratamiento
materno con butirato mejora el programa metabodlico en la descendencia de rata

con obesidad.

En la presente tesis se evidencian alteraciones metabdlicas que no son en todos
los casos acompafiados por un incremento del peso corporal. Esto subraya las
limitaciones que presenta el indicador IMC como criterio de salud metabélica. Por otro
lado, obtuvimos resultados prometedores mediante el tratamiento con butirato a las
madres con obesidad. Dicho tratamiento mejora el programa metabdlico de la
descendencia, y nos remarca no sélo la importancia del disefio de intervenciones durante
el desarrollo, sino de mantener una apropiada nutricion de manera previa, durante y
luego del embarazo, para la salud materna y la de la descendencia. El suministro de
butirato durante la gestacion y lactancia parece ser una terapia prometedora para
mejorar la salud metabdlica de la descendencia. Sin embargo, se requieren mas estudios
para entender completamente los mecanismos subyacentes y para optimizar el uso de

butirato como terapia preventiva.
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