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.  RESUMEN

En las Udltimas décadas se han implementado alternativas en la prevencién ylo
tratamiento de algunos problemas que se presentan durante el embarazo, uno de ellos
es el uso de los acidos grasos omega-3 como suplementos alimenticios, debido a que se
ha observado que incrementan el peso al nacimiento, hay un mayor desarrollo del cerebro
fetal y un menor riesgo de pardlisis cerebral y de depresion puerperal, evita la muerte
intrauterina, reduce el riesgo de: parto prematuro, eclampsia y malformaciones. Sin
embargo, existe evidencia de que el consumo excesivo de estos suplementos puede
derivar en alteraciones como son gestacion prolongada y productos con sobrepeso
condiciones que ponen en riesgo la salud materno-fetal y pueden provocar el desarrollo
de enfermedades metabdlicas a largo plazo. Todo lo anterior sin evidencia cientifica que
lo avale. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de la administracion
de acidos grasos omega-3 de cadena corta (0-3-CC) [acido alfa linolénico (ALA)] y larga
(0-3-CL) [acido docosahexaenoico (DHA) y acido eicosapentaenoico (EPA)] durante la
gestacion en la funcion y desarrollo de la placenta en ratas Wistar. Para la realizacion de
trabajo se utilizaron 72 ratas-hembras de la cepa Wistar con un peso aproximado de 250
g. Los animales se dividieron en 3 grupos de 24 hembras, las cuales fueron apareadas
con machos sanos de la misma estirpe. Los animales positivos a gestacion, detectados
mediante frotis vaginal, fueron suplementados con ALA (w3-CC) o EPA-DHA (w3-CL)
con 125 mg/kg de peso corporal a partir del dia 1 de gestacion. A su vez, los grupos se
dividieron en cuatro grupos de acuerdo a los dias de gestacion (15, 17, 19y 21) con 6
animales cada uno. Las hembras se sacrificaron de acuerdo al periodo de gestacién y se
obtuvieron las medidas morfométricas de la placenta [peso, grosor, diametro e indice de
eficiencia placentaria (EP)] y de los fetos [peso, talla e indice de masa corporal (IMC)].
Se presentaron cambios en la concentracion de glucosa sanguinea y el peso de las ratas
gestantes de los grupos suplementados. Los datos muestran que en los parametros
morfométricos del feto no existe evidencia que demuestre que la suplementacién con
acidos grasos omega-3 de cadena larga mejore el crecimiento fetal en ratas Wistar. Por
el contrario en el grupo suplementado con w3-CC existe un incremento en el peso y la
talla de los fetos. Con respecto a las placentas, se tiene que en el peso los grupos w-3-

CC y w-3-CL obtuvieron valores menores en comparacion al grupo CN siendo mas
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evidente a los 21 DG. En cuanto a la talla (grosor y diametro) de la placenta el grupo
suplementado con ALA (w-3-CC) tuvo valores mas altos que el grupo CN vy, a pesar de
gue el peso fue menor, estos parametros se correlacionaron de manera positiva. En el
indice de eficiencia placentaria los grupos suplementados con ALAy EPA-DHA tienen un
indice menor a los 15y 17 dias y tienden a incrementar exponencialmente hacia el final
de la gestacion (21 dias). Con respecto, al indice de masa corporal los grupos
suplementados tuvieron un efecto positivo en los grupos suplementados respecto al CN.
La suplementacion de acidos grasos omega-3 de cadena corta y larga generé cambios
en el consumo de oxigeno de las mitocondrias de higado materno, sin embargo esto no
afect6 al CR. Por otra parte, en las mitocondrias de la placenta el consumo de oxigeno
en los grupos w-3-CC y w-3-CL tiende a un comportamiento similar al CN y de igual
manera ocurre con el control respiratorio. En conclusion, la suplementacion de &cidos
grasos poliinsaturados, durante la gestacion, tienen un efecto en el crecimiento de la

placentay, por ende, en el feto.
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1 INTRODUCCION

La gestacidén es una etapa fisioldégica que se caracteriza por cambios metabdlicos, los
cuales dependen de determinantes genéticos, del tamafio fetal, estado nutricional y del
estilo de vida materno; estos cambios pueden ser detectados morfolégica y
bioquimicamente. Durante esta etapa se pueden presentar patologias que ponen en
riesgo tanto a la madre como al producto, por ejemplo, la diabetes mellitus tipo 2,
hipertensién, preeclampsia, gestacion prolongada, infeccion en vias urinarias, entre otras
(Herring y Oken, 2010). En algunos estudios epidemiol6gicos realizados en México se ha
reportado que el porcentaje de incidencia para ciertos padecimientos durante el
embarazo como la preeclampsia/eclampsia, la cual se presenta entre el 2% y 10%; la
infeccidn en vias urinarias, en particular la asintomatica, que se observa entre el 17% y
20%, también se ha calculado que la prevalencia de diabetes gestacional se ubica entre
8.4% y 17.7% (Bringas y Baledn, 2014). Algunos de los problemas que se generan
durante el embarazo estan asociados a problemas de la placenta como: la restriccion del
crecimiento intrauterino (RCIU), muerte intrauterina y riesgo de parto prematuro (Percy et
al., 1991). Debido a lo anterior, en los ultimos afios se han implementado estrategias
terapéuticas asociadas al uso de acidos grasos omega-3 (w-3) para la prevencién o
tratamiento de los problemas antes mencionados, sin embargo se desconoce el impacto
gue puede llegar a causar en embarazos normo evolutivos (Bauer et al., 1998, Barrera y
Fernandez, 2015).

1.1 LaPlacenta

La placenta es un 6rgano transitorio, dindmico y metabolicamente activo, encargado de
cubrir la demanda de nutrientes del feto a través de la regulacion metabdlica y fisioldgica
de la madre (Diaz et al., 2014). En la siguiente figura, se muestra un modelo en el cual
se explica como la placenta integra las sefiales maternas y fetales para el suministro de

nutrientes.
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Figura 1. Modelo de deteccién de nutrientes placentarios. Modificado de: Diaz et al.
2014.

La placenta estd compuesta por una parte fetal (corion) y una parte materna (decidua
basal) (Tsatsaris et al., 2006; Barrera y Fernandez, 2015). Existen diferentes tipos de
placentas, las cuales se clasifican de acuerdo a: a) las capas de la barrera interhemal, b)
invasividad del trofoblasto y reaccién celular decidual, ¢) formacion del sincitiotrofoblasto,
d) interrelaciones del flujo sanguineo materno-fetal, e) el tipo de interdigitacion, f) la
estructura histologica y g) eliminacion del tejido placentario al nacimiento (Leiser y
Kaufmann, 1994). La clasificacion més utilizada es la de la estructura histoldgica; la cual
utiliza como referencia la cantidad de capas que forman la barrera placentaria (Fukurawa
et al., 2014).



Tabla 1. Clasificacion histolégica de la placenta.

Epiteliocorial Tiene paquetes de células de trofoblasto cumular, no existe
destruccion o invasion de los tejidos maternos (Enders y Carter,
2006).

Endoteliocorial | El corion se encuentra en contacto con el endotelio de los vasos

sanguineos del endometrio (Roa et al., 2012).

El epitelio coriénico del trofoblasto invade y destruye al epitelio de
Hemocorial la mucosa uterina y al endotelio capilar uterino, por lo tanto, las

microvellosidades vascularizadas del epitelio coribnico son

irrigadas directamente por la sangre materna (Soares et al., 2018).

1.1.1 Clasificacion de la placenta hemocorial

Los mamiferos euterios (placentarios) como los primates, los lagomorfos y los roedores
se caracterizan por presentar una placenta de tipo hemocorial (Tamayo et al., 2014). En
general este tipo de placentas presentan membrana basal, citotrofoblasto y
sincitiotrofoblasto, pero no presentan la misma arquitectura histolégica ya que cada una
de ellas tiene un numero distinto de capas del trofoblasto: hemomonocorial; una capa
(primates), hemodicorial; dos capas (conejos) y hemotricorial; tres capas (roedores)
(Fukurawa et al., 2014) (Ver figura 1).



Hemomonocorial Hemodinocorial Hemotrinocorial

Figura 2. Clasificacion de la placenta hemocorial: nUmero de capas del trofoblasto.
Modificado de Fukurawa et al., 2014.

BM, membrana basal; Cy, citotrofoblasto; FB, sangre fetal, FV, vaso fetal; MB, sangre materna; Sy,

sincitiotrofoblasto.

En la placenta hemomonocorial el trofoblasto esta formado por una sola capa de
sincitiotrofoblasto, la cual esta en contacto con la sangre materna a través de las
microvellosidades que se proyectan en el espacio sanguineo materno, debajo de esta
capa se encuentran dispersos los citotrofoblastos, los cuales no estan en contacto directo
con la sangre materna. Se sugiere que estas células pueden ser precursoras del

sincitiotrofoblasto (Takata et al., 1997).

La placenta hemodicorial esta formada por la zona laberintica, la zona basal, la decidua
y el mesometrio. Existen dos capas de trofoblasto, una externa y una interna, las cuales
separan la sangre materna de la fetal, la capa externa es la que esta en contacto directo
con la sangre materna y esta compuesta por el sincitiotrofoblasto que a su vez se une a

la capa de citotrofoblasto (Fukurawa et al., 2014).

En el presente trabajo se estudia la placenta de la rata la cual es de tipo hemotricorial. La
placenta hemotricorial estd formada por la zona laberintica, la zona basal, la decidua y
las glandulas auriculares. En la zona laberintica hay tres capas de trofoblastos que
separan los vasos sanguineos maternos de los fetales; la parte que entra en contacto
directo con la sangre materna, se conoce como citotrofoblasto con una superficie

microvellosa seguido de dos capas de sincitiotrofoblasto; la zona basal esta formada por



tres tipos de células diferenciadas: (1) espongiotrofoblastos, (2) células gigantes
trofoblasticas y (3) células de glucdgeno y la decidua que se compone de las células

deciduales mesometriales (Fukurawa et al., 2014).

1.1.2 Transporte de nutrientes a través de la placenta

El transporte de nutrientes a través de la placenta se puede llevar a cabo de diferentes
maneras, entre las que se encuentran la difusién simple (se realiza a través del flujo
sanguineo), difusion facilitada (se produce por una red de gradiente de concentracion) y
transporte activo (implica proteinas transportadoras en la superficie celular y se requiere

energia adicional) (Bauer et al., 1998).

La placenta tiene un alto requerimiento de energia para llevar a cabo sus funciones, en
donde las mitocondrias juegan un papel muy importante, ya que, una de sus funciones
es la generacion de ATP por fosforilacion oxidativa utilizando sustratos derivados de la
oxidacion B y el ciclo del 4cido tricarboxilico, ademas esta involucrada en la sefalizacion

celular y la sintesis de hormonas esteroideas (Sferruzzi-Perri et al., 2019).

1.2 Impacto de los acidos grasos en la salud durante la gestacion

De acuerdo con la teoria de Baker las alteraciones del metabolismo materno durante la
gestacion existe un proceso de adaptacion por el que la nutricién y otros factores alteran
el desarrollo fetal teniendo como consecuencia cambios en el metabolismo después del
nacimiento relacionados con las enfermedades y sindromes metabdlicos de la infancia y

del adulto (Barrera y Fernandez, 2015).

Los w-3 son acidos grasos esenciales (AGEs) debido a que los mamiferos carecen de
las enzimas necesarias para biosintetizarlos (Valenzuela et al., 2011). Los w-3 son de
gran importancia, ya que, aportan energia, forman parte de las membranas celulares
siendo responsables de muchas de sus propiedades fisicoquimicas y actian como

segundos mensajeros (Sanhueza et al., 2015). Ademas de lo ya mencionado se les
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atribuyen propiedades benéficas y se usan de forma cotidiana como suplementos
alimenticios o nutracéuticos en el tratamiento de enfermedades de tipo metabdlico y
durante la gestacion para favorecer el crecimiento y desarrollo de la placenta y el feto,
asi como la prevencion de complicaciones o patologias durante esta etapa (Valenzuela
et al, 2011).

Los principales w-3 son el acido graso de cadena corta C 18:3 o 4cido a-linolénico (ALA)
y los &cidos grasos de cadena larga C 22:6 o acido docosahexaenoico (DHA) y el C 20:5
o el acido eicosapentaenoico (EPA) (National Institutes of Health, 2018). Algunas de las
fuentes de obtencion de ALA son las plantas, el zooplancton y el fitoplancton. Algunos
peces azules como el salmén son fuentes ricas en DHA y EPA (Sinclair et al., 2002). Se
plantea que el ALA es una fuente de energia para las funciones celulares en el oocito y
la pre-implantacion del embrién, asi como en el desarrollo de este y es precursor en la
sintesis de acidos grasos de mayor tamafio (el DHA y el EPA); los cuales cumplen
importantes funciones en el organismo (Morales et al., 2012). Mientras que el DHA es un
importante componente de los fosfolipidos, participa en las funciones de transporte
celular, incrementa la afinidad de receptores, modifica la fluidez y la permeabilidad de las
membranas, la actividad enzimatica y la comunicacioén celular; ademas de lo anterior se
ha observado que es un componente importante de la retina y el cerebro (Leyva-Rendon,
2011). Por su parte, el EPA es precursor de eicosanoides; sustancias similares a las
hormonas, como: las prostaglandinas (PG), los tromboxanos (TX) y los leucotrienos (LT),
los cuales son agentes antiinflamatorios y participan en la regulacion metabdlica y

fisiologia del desarrollo (Wen y Chen, 2010).

1.2.1 Transporte y metabolismo de los acidos grasos a través la placenta

Para que los nutrientes que se encuentran en el plasma materno lleguen al feto deben
atravesar el sincitiotrofoblasto, difundirse a través del estroma velloso placentario y pasar
a través del endotelio capilar fetal. En el caso particular de los acidos grasos las proteinas
encargadas del transporte de estas moléculas a través del sincitiotrofoblasto son la

lipoproteina lipasa placentaria (LPL) y la lipasa epitelial (EL) presentes en la decidua
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basal. Es importante sefialar que los acidos grasos no esterificados liberados por la LPL
y el EL son transportados al citoplasma del sincitiotrofoblasto por proteinas de membrana
[proteina transportadora de acidos grasos (FATP), translocasa de acidos grasos (FAT) y
proteinas de union a 4cidos grasos de la membrana plasmética o membrana plasmatica
placentaria] donde interactian con proteinas de unién a acidos grasos (FABP) y son
esterificados o utilizados en la R-oxidacion. Los &cidos grasos no utilizados por el
sincitiotrofoblasto son transportados hacia el feto via hematica a través de la FATP y la

FAT(Figura 3). (Jones et al., 2014)

Lado Sincitiotrofoblasto Lado
Materno Fetal
Membrana de las Membrana
microvellosidades Basal
Activacion del
Ligando
PREANAVAVAVAANAA Generacién de : PPAR  RXR Almacenamienta
L VA eicosanoides - - i
TGs o ™ N
\ PG pC TGs

Difusién

NEFA Pasiva

Difusion
Pasiva

Figura 3. Representacion del mecanismo de transporte de acidos grasos en la

placentay posibles destinos metabdlicos. Modificado de Jones et al., 2014.

TGs, triglicéridos; LPL, lipoproteina lipasa; EL, lipasa epitelial; NEFA, &cidos grasos no esterificados;
FAT/CD36, translocasa de acidos grasos; FATPs, proteinas transportadoras de &cidos grasos; FABP,
proteinas unidas a acidos grasos; FABPpm, proteinas de union a acidos grasos de la membrana
plasmatica; p-FABPpm, proteinas de union a acidos grasos de la membrana plasmatica placentaria; PG,
prostaglandinas; LT, leucotrienos; PC, prostaciclinas; TX, tromboxanos; PPAR, receptor activado por

proliferador de peroxisomas; RXR, Receptor de &cido retinoico X.



2 ANTECEDENTES

La suplementacién de acidos grasos omega-3 de cadena corta (0-3-CC) y larga (w-3-
CL) es recomendada durante la gestacion, ya que se plantea que puede tener ciertos
beneficios tanto en la madre como en la placenta y los fetos e incluso en la vida adulta
de estos ultimos. En 1993, Yonekubo et al., realizaron un estudio para determinar los
efectos de la suplementacion de aceite de pescado (rico en DHA), en ratas Wistar
gestantes, encontrando cambios significativos en el aumento de peso corporal, el tamafio
de la camada y el peso corporal de los fetos, asi como cambios en la composicién de
acidos grasos de la leche materna y en el cerebro e higado en los fetos y neonatos. Sin
embargo, estudios similares realizados por Joshi et al. (2003), no se observaron cambios
en el peso corporal de los neonatos a los 7, 14 y 21 dias de gestacion entre el grupo
tratado y el control. Ademas de lo anterior Jones et al. (2014) sefalan que la ingesta
excesiva de DHA durante la gestacion puede tener efectos perjudiciales tanto para la
madre como para el producto. En investigaciones realizadas con ratas gestantes (Church
et al.,2010) se observé que la ingesta excesiva de w-3 es toxica para las crias, lo cual se
ve reflejado en los procesos sensoriales y/o neuroldgicos durante la edad adulta. En
2015, Figueroa-Garcia et al., observaron una disminucion en la actividad de las
mitocondrias placentarias de ratas Wistar inducidas a diabetes tipo 2, o que sugiere que
este drgano es susceptible a los cambios fisiolégico de la madre derivados de la diabetes.
Por su parte Thornburg et al., (2016), reportan que la programacion fetal estd asociada a
cambios morfologicos (peso y talla) y funcionales (metabolismo y la eficiencia placentaria)
de la placenta, en animales suplementados con acidos grasos omega 3, y plantea que
dichos cambios pueden conducir al desarrollo de enfermedades cronicas en los adultos

como: diabetes mellitus tipo 2, enfermedad cardiovascular e hipertension.



3 JUSTIFICACION

En los ultimos afios el uso de los acidos grasos w-3 como suplementos alimenticios,
nutracéuticos o medicina alternativa, entre otros, ha incrementado debido al facil acceso
y gran difusién que se les da. Estos productos se recomiendan en el tratamiento y
prevencion de diferentes padecimientos de tipo metabdlico como: la diabetes mellitus, el
sindrome metabdlico, la hipertension y el riesgo de enfermedad cardiovascular, también
se utilizan como paliativos en el desarrollo del cancer. Ademas de lo anterior los w-3 son
recomendados durante el embarazo, atribuyéndoles propiedades benéficas, como
promotores del crecimiento fetal y en la prevencion de patologias de la placenta; todo ello
respaldado por estudios clinicos, los cuales carecen de evidencia cientifica, cuantitativa
y critica, sin tomar en cuenta la evidencia que se tiene de que el consumo excesivo de
estos w-3 pone en riesgo la salud materno-fetal debido a que puede prolongar la
gestacion y aumentar el peso de los productos a término con efectos en la salud a largo
plazo como: desarrollo de enfermedades metabdlicas del adulto. Sin embargo, y pese a
gue existen trabajos relacionados con el consumo de acidos grasos w-3 durante la
gestacion, no se tienen evidencias claras de las implicaciones que puedan llegar a
generarse a nivel morfolégico y/o fisiolégico en la placenta, debido a que la mayoria de
los estudios que se han realizado no muestran resultados concluyentes por lo que

carecen de evidencia cientifica.



4 HIPOTESIS

La suplementacién de acidos grasos omega-3 de cadena corta (ALA) y larga (DHA y
EPA) a ratas Wistar durante la gestacion modifica el metabolismo de la madre y la
placenta, lo que se ve reflejado en una pobre ganancia de peso e intolerancia a la glucosa
en las madres y cambios morfométricos de los fetos, ademas de cambios morfolégicos

de la placenta y de la funcion de las mitocondrias del higado (materno) y la placenta.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Analizar el efecto de la administracion de &cidos grasos omega-3 de cadena corta (4cido
alfa linolénico; ALA) y larga (acido docosahexaenoico; DHA y acido eicosapentaenoico;

EPA) durante la gestacion en el desarrollo y funcion de la placenta en ratas Wistar.

5.2 Objetivos particulares

o Analizar el pesoy la concentracion de glucosa en sangre de ratas Wistar gestantes
suplementadas con acidos grasos omega-3 de cadena corta (w-3-CC) y larga (o-
3-CL) alos 15, 17, 19 y 21 dias de gestacion.

o Determinar si la suplementacion de &cidos grasos omega-3 de cadena corta (-3-
CC) y larga (»-3-CL) durante la gestacion (15, 17, 19 y 21 dias) en ratas Wistar
modifica los parametros morfométricos de la placenta y el feto.

o Analizar la funcion de las mitocondrias de placenta e higado materno a los 15, 17,
19 y 21 dias de gestacion de ratas Wistar suplementadas con acidos grasos

omega-3 de cadena corta (0-3-CC) y larga (0-3-CL)
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron 72 hembras de ratas Wistar de 3 meses de edad, con un peso promedio de
250 g, albergadas en el bioterio de la FES lztacala. Los animales se albergaron en grupos
de 3 individuos como lo marca la Norma (NOM 062-ZO0-1999), en jaulas de
polisulfonato, con una temperatura de 22 °C y un fotoperiodo de 12 hde luzy 12 h de
obscuridad. Se proporcion6 agua y alimento (Labdiet 5012 Pet-Food®©) ad libitum.

Se realizo frotis vaginal para diagndéstico del estro, las hembras que resultaron positivas
fueron puestas con machos sanos toda una noche, por la mafiana se realizo6 frotis vaginal
para diagndstico de apareo. Para los propésitos de edad de gestacion se toma como dia
0.5 la fecha de confirmacion de apareo. A los 12 dias post coito se realiz6 diagnostico de

gestacion por palpacion abdominal (gravidez de los cuernos uterinos).

6.2 Lineamientos de bioética

El estudio se realiz6 de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM 062-Z00-1999).

6.3 Disefio del experimento

Se formaron 3 grupos experimentales de 24 animales cada uno, de acuerdo al siguiente
esquema: Grupo control (CN) sin tratamiento, Grupos suplementado ALA, 125 mg/kg/dia
de aceite de linaza (w-3-CC) y Grupo suplementado DHA y EPA, 125 mg/kg/dia de aceite
de salmon (w-3-CL), a su vez cada grupo experimental se dividio, de acuerdo a la edad
gestacion, en cuatro subgrupos (15, 17, 19y 21 dias de gestacién). Los tratamientos se

administraron a partir del dia 0.5 y hasta completar la edad gestacional requerida.
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6.4 Determinacion de los Parametros fisioldgicos de la madre

Peso: Se midi6 a partir del dia 0.5 y hasta completar la edad de gestacién requerida con

una balanza digital de la marca Komdox.

Curva de tolerancia a la glucosa (CTG): Se determiné la concentracion basal de
glucosa en sangre, seguida de la administracion de 2 g de dextrosa/kg de peso en 1 mL
de agua inyectable via oral y finalmente se cuantificé la concentracion de glucosa en
sangre cada 30 minutos durante 2 horas, con tiras reactivas en un equipo Accu-
Chek®active. Para esta prueba las ratas se mantuvieron en un ayuno de 4 horas y se
realizo los dias 0.5, 15, 17, 19 y 21 de la gestacion. Se tom6 como unidad experimental

a la rata gestante.

6.5 Obtencion de las muestras (higado materno y placenta)

Los animales se indujeron a anestesia con pentobarbital sédico (40 mg/kg de peso) via
intraperitoneal. Posteriormente, se realizO una incision profunda en linea media
abdominal. Se realiz6 exsanguinacién via cardiaca para el drenado de dérganos y
sacrificio de los animales. Se reservé el higado y los cuernos uterinos gravidos para su
procesamiento. El Utero se corté de forma longitudinal para exponer y disecar los

conceptus.

6.6 Parametros morfométricos de las placentas y los fetos

Los fetos y sus placentas se colocaron sobre hojas blancas con la finalidad de obtener
una huella sanguinea para su posterior andlisis. Las impresiones de los fetos y sus
placentas se usaron para calcular la longitud céfalo-caudal (distancia que existe del
mesencéfalo hasta el punto de curvatura caudal del embrién en posicion natural) como
indicador de la talla en los fetos (figura 4a) yen el caso de las placentas el contorno; el

cual se dibujé con una plantilla y se midioé con el vernier digital (figura 4b). El peso de
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cada feto y su respectiva placenta se midié con una balanza de la marca Camry® y el

grosor de las placentas con un vernier electronico digital de la marca Truper®.

8%
380

Figura 4. Plantilla sanguinea de Fetos (a) y placentas (b).

6.7 Aislamiento de mitocondrias de placenta e higado

Se homogenizé por separado el tejido de la placenta y el higado (cortados en pedazos
pequeios) en un homogeneizador Potter-Elvehjem de vidrio con medio H, el cual
contiene 0.07 M de sacarosa 0.21 M de manitol, 20 mM de HEPES, albumina de suero
bovino libre de acidos grasos al 0.1%, con un pH final de 7.4. Para la obtencién de las
mitocondrias del homogenado se realizaron centrifugaciones diferenciales, en una
centrifuga Sorvall ST 16R, ThermoScientific con rotor F15-6x100) con una temperatura
de 4°C a 2500 rpm por 10 minutos (una vez para placentas y dos para higado), se
recolect6 el sobrenadante y se centrifugd a 7500 rpm por 10 minutos, se conservo la
pastilla para incubarla por 40 minutos en 5 mL de medio H con albamina al 0.5%, pasado
el tiempo se llevaron a un volumen de 30 mL con medio H y se centrifugd a 9000 rpm por
10 minutos. Posteriormente, se recolectd la pastilla en microtubos tipo Eppendorf de 1.5

mL y se determiné la concentracion de proteina mediante el método de Bradford (1976).
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6.7.1 Oximetria

La velocidad de consumo de oxigeno se determiné utilizando un electrodo de Clark,
adosado a una camara de incubacion de 1.5 mL, cerrada con una tapa de vidrio
esmerilada, en un bafio termostatizado de circulacidén y con agitacion constante. Se midié
la actividad basal (estado 4) de las mitocondrias (500 ug de proteina) en presencia del
medio de respiracion (elaborado con 250mM de sacarosa, 10 mM de succinato, 10 mM
de MgCl2, 0.1% de EGTA, BSA al 0.1% y HsPOs al 1.6 mM con un pH de 7.4) y se
adicionaron 2 uL de ADP [100 mM] para medir el estado activo en fosforilacion (estado
3).

El consumo de oxigeno se registrd en un polardgrafo conectado al electrodo tipo Clark.
La respiracion mitocondrial se evalud en los estados 3 (alto contenido de ADP y sustrato)
y 4 (bajo contenido de ADP y alto de sustrato) para calcular el control respiratorio

(velocidad en estado 3/velocidad en estado 4).

6.8 Andlisis estadistico

Se calcularon las medidas de tendencia central promedio (l) y desviacion estandar (o).
Se realizd analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con prueba de Tukey con un

intervalo de confianza de 0.95 (p<0.05) en el programa SigmaPlot 12.
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7 RESULTADOS

7.1 Parametros fisiolégicos de la madre

El aumento del peso corporal de las ratas gestantes (figura 5) tiende a ser lineal, a
excepcion del grupo suplementado con EPA-DHA, ya que es 14.02 % menor (p < 0.05)
a los 19 dias de gestacion con respecto al grupo control. En la figura 5b se muestran las
concentraciones de glucosa en sangre al minuto O en los grupos suplementados con ALA
y EPA-DHA, se puede observar que presentan un comportamiento similar al grupo control
con concentraciones de 88 a 90 mg/dL.

450

90.0 -

400

350

Peso coxp oral ()

88.5

Glucosa en sangre (mg'dL)

250

T
13 17 19 Fa | 0.5 15 17 15 21

Tiempe de gestacion [dias)
Tiempo de gestacion [dias)

Figura 5. Peso corporal (a) y concentraciéon de glucosa en sangre (b) de ratas Wistar
suplementadas con acidos grasos omega-3 durante la gestacion.

Ratas control (CN), ratas con suplemento ALA (w-3-CC) y ratas con suplemento de DHA y EPA (w-3-CL).
n=6.
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7.2 Curvade tolerancia alaglucosa (CTG)

En la figura 6 se presentan las curvas de tolerancia a la glucosa de las diferentes edades
gestacionales en las que fue medido este parametro. En cuanto a los 0.5 dias de
gestacion se observa que la concentracion de glucosa en sangre a los 0 minutos es de
89.3 mg/dL llegando al pico maximo a los 30 minutos con un aumento del 26.6% y
conforme aumenta el tiempo la concentracion regresa a la concentracion basal de 85
mg/dL.

Alos 15y 17 dias de gestacién se muestra que el grupo suplementado con ALA (w-3-
CC) a pesar de tener concentraciones menores que el grupo CN sigue el mismo
comportamiento, mientras que el grupo suplementado con EPA-DHA, a los 15 dias, no
presenta el pico méximo de glucosa a los 30 minutos teniendo un 26.6% menos que el
grupo control, manteniéndose constante hasta los 90 minutos y, posteriormente se
presenta una disminucion a los 120 minutos y a los 17 dias de gestacion presenta una
tendencia parecida al del grupo control. Por otro lado, la tendencia del grupo control y el
grupo w-3-CC es similar al del dia 0, contrario al grupo w-3-CL que tiende a mantenerse

en concentraciones constantes.

En los 19 dias de gestacidon los grupos suplementados tienden a seguir un
comportamiento similar al CN, sin embargo el pico maximo en el grupo w-3-CC es 13.54%
mayor que el control mientras que en el grupo w-3-CL aparentemente la concentracion

maxima de glucosa en sangre se presenta hasta los 60 minutos.

Por otra parte, a los 21 dias de gestacion el grupo suplementado con ALA presenta
concentraciones mas bajas que el grupo control, por el contrario el grupo w-3-CL tiene
un comportamiento similar al CN a excepciéon de la concentracion a los 60 minutos en

donde es 16.4% mayor.
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Figura 6. Curvas de tolerancia a la glucosa de ratas Wistar suplementadas con

acidos grasos omega-3 durante la gestacion.

Ratas control (CN), ratas con suplemento ALA (w-3-CC) y ratas con suplemento de DHA y EPA (w-3-CL),

DG (dias de gestacion). n = 6.
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7.3 Parametros morfométricos del feto e indice de masa corporal

Los parametros morfométricos del feto (peso y talla) en funcién del tiempo de gestacion,
se muestran en la 7a y 7b, respectivamente. El peso fetal muestra una tendencia
exponencial en todos los grupos experimentales. Sin embargo: en el grupo w-3-CC se
presenta un aumento en los dias 17 y 21 de la gestacion con una diferencia de 26.83 %

y 14.2 % en relacién al grupo control.

En la talla fetal se observa una tendencia similar en todos los grupos experimentales, no
obstante, a los 15 dias el grupo ©-3-CC presenta una disminucién del 10.17 % con
respecto del grupo control. En cuanto al grupo «-3-CL se observa un aumento de 7.05%
a los 19 dias de gestacion y una disminucién de 3.91% a los 21 dias respecto al grupo

control.

En cuanto al indice de masa corporal (IMC) a los 15 dias de gestacion en los grupos
suplementados con ALAy EPA-DHA son 14 %y 17.40 % menos que el CN mientras que
a los 21 dias tienen un aumento significativo (p < 0.05) de 7.47 %y 6.4 % en comparacion

con el grupo que no fue suplementado.
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Figura 7. Parametros morfométricos de fetos (a; peso y b; talla) e indice de masa

corporal (c)de ratas Wistar suplementadas con acidos grasos omega-3 durante la

gestacion.

Ratas control (CN), ratas con suplemento ALA (w-3-CC) y ratas con suplemento de DHA y EPA (w-3-CL).

n=6.*p <0.05
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7.4 Pardametros morfométricos de la placenta

En la figura 8a se observa que la placenta de los grupos suplementados con ALA y DHA-
EPA tienen una menor ganancia de peso (16.76% y 26.03% respectivamente)
comparados con el grupo control a los 21 dias de edad. Respecto al grosor de la placenta
(figura 8b) se puede observar que en todos los tratamientos existe un comportamiento
similar al grupo control, sin embargo este parametro a los 15 dias son 19.81% (w-3-CC)
y 12.3% (w-3-CL) menores que el grupo control mientras que a los 17 dias en el grupow-
3-CC (22.06%) y 19 dias en el grupo w-3-CL (19.4%) tienden a ser mayores que el grupo
CN. El diametro de la placenta (figura 8c) es menor a los 15 (12.67 %; w-3-CCy 7.02; w-
3CL) y 21 dias (7.05 %; w-3-CC y 4.57 % w-3-CL) respecto al control. Asi mismo se

puede observar que el menor diametro placentario pertenece al grupo w-3-CC.
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Figura 8. Parametros morfométricos de la placenta (a; peso, b; grosor y c; diametro)

de ratas Wistar suplementadas con &cidos grasos omega-3 durante la gestacion.

Ratas control (CN), ratas con suplemento ALA (w-3-CC) y ratas con suplemento de DHA y EPA (w-3-CL).

n==6.
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En la figura 9 se muestran los fetos con sus respectivas placentas en donde se puede
observar el aumento en los parametros morfométricos conforme al tiempo de gestacion,
asi como las diferencias en las medidas entre los grupos suplementados con acidos

grasos omega-3 de cadena corta o larga y el grupo control.

15 DG 17 DG

Cn w-3-CC w-3-CL Cn w-3-CC w-3-CL

Figura 9. Fetos y placentas de ratas Wistar suplementadas con acidos grasos

omega-3 durante la gestacion.
Ratas control (CN), ratas con suplemento ALA (w-3-CC) y ratas con suplemento de DHA y EPA (w-3-CL),

DG (dias de gestacién). DG: dias de gestacion.
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7.5 Eficiencia Placentaria

En la figura 10, se presenta la eficiencia placentaria (EP), es decir, la relacién entre el
peso fetal y el peso de la placenta, en funcién del tiempo de gestacién, se puede observar
que en los grupos s (w-3-CC) y 20.5% (w-3-CL)] a los 21 dias de gestacion en

comparacién con el grupo control.
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Figura 10. indice de eficiencia placentaria de ratas Wistar suplementadas con
acidos grasos omega-3 durante la gestacion.

Ratas control (CN), ratas con suplemento ALA (w-3-CC) y ratas con suplemento de DHA y EPA (w-3-CL).
n==6.*p <0.05.
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7.6 Velocidad de consumo de oxigeno en mitocondrias de higado materno y
placenta

En lafigura 11a se observa que en el higado materno el consumo de oxigeno mitocondrial
del estado cuatro, existen diferencias (p < 0.05) a los 19 dias de gestacion, tanto en el
grupo suplementado con w-3-CC como en el de w-3-CL, con un 65.01% y 94.5 % mayor
gue el grupo control, respectivamente; este mismo comportamiento se presenta en el
estado 3 (figura 11b) con un 81.47% y 87.53%. En cuanto al CR (figura 10c) se presenta
una tendencia a disminuir con respecto al tiempo de gestacion; sin embargo, no se

encontraron diferencias significativas en los grupos suplementados.

Por otro lado, el consumo de oxigeno de mitocondrias de placenta (figura 12) no se
encontré diferencia estadistica; sin embargo, existe diferencia matematica de los distintos
parametros que se determinaron. El consumo de oxigeno del Edo 3 (Figura 12a) en el
grupo w-3-CC a los 17 de gestacion es 21.14% mayor que el CN, mientras que en el
grupo suplementado con w-3-CL la diferencia matematica tiende a ser mayor a los 15
(19.7%) y 21 (21.57%) dias de gestacion en relacion al grupo CN. En la figura 12bse
pueden observar que el comportamiento del Edo 4 de la respiracién mitocondrial es muy
parecido al del Estado 3. Por otra parte, el andlisis del control respiratorio (CR) (Figura
12c) es menor en los grupos suplementados con w-3-CC (21.8%) y w-3-CL (16.36%),
respecto al control, a los 15 DG; a los 17 dias este parametro es mayor en el grupo w-3-
CL (17.75%) y al dia 21 de la gestacion el grupo de los w-3-CC tiene un aumento del

21.7% con respecto a su grupo control.
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Ratas control (CN), ratas con suplemento ALA (w-3-CC) y ratas con suplemento de DHA y EPA (w-3-CL).
n=6.*p <0.05.
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Figura 12. Consumo de oxigeno [Edo 3 (a), Edo 4 (b) y CR (c)] en mitocondrias de
placenta, ratas Wistar suplementadas con acidos grasos omega-3 durante la

gestacion.
Ratas control (CN), ratas con suplemento ALA (w-3-CC) y ratas con suplemento de DHA y EPA (w-3-CL).
n==6.
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8 DISCUSION

Durante la gestacién se producen una serie de cambios fisioldgicos y bioquimicos en la
hembra con la finalidad de dar soporte nutricional tanto al feto como a su placenta, para
gue estos se desarrollen y crezcan, todo ello sin perjuicio de la madre. Lo anterior se
puede definir como un sistema de homeorresis, donde el balance metabdlico de la madre
se encuentra en negativo (catabdlico), mientras que el del feto es netamente positivo
(anabdlico). Es importante sefialar que durante esta etapa la evaluacion periddica del

estado de salud materno es fundamental para una gestacién saludable.

Existen muchas causas por las cuales la vida del complejo materno-fetal se encuentra en
riesgo, entre ellas se pueden destacar las complicaciones derivadas de enfermedades
metabdlicas maternas, pre gestacionales o durante la gestacibn como son: diabetes
mellitus tipo 2, hipertensién (preeclampsia, eclampsia), desnutricién y, sobrepeso u

obesidad.

Los resultados del presente estudio se dividen en: a) parametros fisiolégicos de la madre;
con los cuales se avalla la salud materna, b) parAmetros morfométricos del feto; para
evaluar desarrollo y crecimiento fetal, c) parametros morfométricos de la placenta; para
evaluar desarrollo y crecimiento de este 6rgano y d) consumo de oxigeno mitocondrial de
células de placenta; con la finalidad de evaluar el estado celular de la placenta, ya que
esta juega un papel fundamental, no so6lo en el aporte de nutrientes y oxigeno al feto, sino
ademas regula el metabolismo intermedio materno a través de la sintesis y regulacion
hormonal. Es por ello que la discusidén de este estudio se realizara abordando cada uno
de los anteriores apartados de forma independiente y se finalizara con el analisis integral

de la informacion.

8.1 Parametros fisioldégicos de la madre

En el presente estudio se evalu6 la ganancia de peso de hembras en gestacién con
diferentes esquemas de tratamiento los cuales incluyen la suplementacion de acidos

grasos omega 3 de cadena corta (w-3-CC) y larga (w-3-CL) a diferentes momentos de la
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gestacion. Cabe mencionar que los dias seleccionados para la valoracién de la madre y
la toma de muestras tienen la intencion de hacer una secuencia que se asemeje a los
momentos claves del crecimiento fetal del humano.

Como se puede observar en la figura 5a existe una ganancia de peso de 130 g en el
grupo de ratas control lo que significa una diferencia de 2.31% y 10% mas, comparado
con los grupo w-3-CC y w-3-CL respectivamente. Mucho se ha sugerido acerca de los
efectos que tienen estos acidos grasos poliinsaturados en diferentes sistemas tanto
metabdlicos como hormonales, uno de ellos es el eje hipotalamo-placentario donde la
hormona leptina juega un papel preponderante en la regulacion de la implantacion,
desarrollo embrionario y crecimiento fetal, ademas de los efectos en la regulacion de la
saciedad, lo que la ha convertido en uno de los blancos de estudio para el tratamiento

del sobrepeso y la obesidad (Morales y Carvajal, 2010).

Es importante recordar que durante la gestacién se pueden diferenciar dos fases en el
metabolismo materno, fase inicial (primer tercio de la gestacién) principalmente anabdlica
y fase terminal (segundo y tercer tercios de la gestacion) predominantemente catabdlica,
es decir, primero hay una acumulacién de grasa como resultado de la hiperfagia, la
lipogénesis y la actividad de la lipoproteina lipasa (LPL) y al final disminuye el
almacenamiento y se activa la utilizacion de las reservas (Purizaca, 2010), efecto que se
ve reflejado en la ganancia de peso de las ratas durante los dos primeros tercios de la
gestacion (15 dias) la cual es hasta 4.6 veces menor que el peso alcanzado al final de la
gestacion en los animales del grupo control y 3.05 (w-3-CC) y 2.44 (w-3-CL) veces menor
en los grupos suplementados con &cidos grasos omega-3. El metabolismo lipidico juega
un papel central en las adaptaciones metabdlicas de la madre durante la gestacion y
tienen como finalidad garantizar un adecuado aporte de nutrientes hacia el feto (Herrera
y Alvarez, 2008). El peso corporal puede aumentar en funcion de varios factores como:
el incremento de las reservas energéticas de la madre (durante el primer trimestre de
gestacion) y el aumento de la masa celular del producto y sus faneras (membrana
amnidtica y membrana alantoidea), el contenido liquido de las membranas fetales y la
placenta (durante los dos ultimos trimestres de la gestacion) (Zonana-Nacach et al.,
2010).
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Por otro lado la vigilancia periédica de los indicadores bioquimicos del metabolismo de
los carbohidratos y los lipidos (colesterol y sus fracciones), asi como el monitoreo de la
glicemia basal o las pruebas de tolerancia a esta molécula son de suma importancia para
el mantenimiento de la salud materno-infantil durante la gestacion. Durante el presente
estudio se monitoreo la concentracion de glucosa basal en 5 diferentes puntos (0.5, 15,
17, 19 y 21 dias) de la gestacion, atendiendo a lo ya mencionado respecto a los tiempos
o periodos de importancia del curso de la gestacion humana. La literatura sefiala que uno
de los principales problemas que se presentan durante la gestacion respecto al
metabolismo de la glucosa es el desarrollo de diabetes gestacional, condicion relacionada
a la sintesis y accion de las hormonas placentarias. Como se puede observar en la figura
5b la concentracion basal de glucosa en sangre de los animales de los grupos en estudio
se mantiene dentro de un rango equivalente a la glicemia basal reportada como normal
en machos de rata Wistar sanos (80 a los 90 mg/dL). Existen pocos estudios del perfil
glicémico basal en ratas hembra vacias; sin embargo, Figueroa-Garcia et al. (2013)
reportan concentraciones de 5.1+0.88 mmol/L (85 a 105 mg/dL) y de 5.6 mmol/L (100
mg/dL) en animales gestantes. Por otro lado es necesario evaluar las pruebas de
tolerancia a la glucosa para formular conclusiones acerca del metabolismo de la glucosa
durante la gestacion, los resultados de esta prueba se presenta en la figura 6, en donde
se puede observar que el patron de las curvas de los animales con tratamiento de acidos
grasos omega 3 de cadena corta y larga presentan un menor valor en los diferentes
tiempos (minutos) evaluados desde los 15 y hasta los 21 DG, sin llegar a ser
considerados como hipoglicemia en ninguno de los casos. Pese a que las pruebas no
son contundentes para el diagndstico de hipoglicemia se puede observar una clara
modificacién en los valores de los grupos tratados respecto al control, valores que
sugieren una alteracion en el metabolismo de la glucosa materna, misma que puede tener
repercusiones en el desarrollo y bienestar de la placenta y el feto, por lo que es de suma

importancia mantenerse atentos a los efectos de estas moléculas en mujeres gestantes.

Es importante sefialar que la proliferacion de las células B pancreéaticas en condiciones
fisiologicas basales en el adulto se realiza a ritmos muy lentos (Teta et al., 2005; Pearl et
al, 2010); sin embargo, existen estudios que demuestran la existencia de una plasticidad

adaptativa de este tipo celular en condiciones fisiologicas en las que hay un aumento en
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la demanda metabdlica, como es el embarazo, por lo que durante esta etapa existe un
aumento transitorio de la tasa de proliferaciéon y masa de las células beta de los islotes
pancreaticos (Teixeira et al.,, 2019), lo que sumado al incremento en la sintesis y
liberacion de insulina por la estimulacion de los 4cidos grasos omega 3 a las células beta
se tiene como consecuencia una sobrecarga de insulina en la circulacibn materna
generando una hiperinsulinemia que puede derivar a un sindrome de resistencia a la
insulina (Scaglia et al, 1995) lo que se veria reflejado, en un principio, como una
hipoglicemia misma que se demuestra con los resultados obtenidos en el presente
estudio en los grupos que recibieron tratamiento con estos acidos grasos poliinsaturados
(figura 6); mientras que el grupo control presenta una ligera disminucion de la
concentracion de glucosa generada por la insulinemia caracteristica de la gestacion
(Ernst et al, 2011).

8.2 Parametros morfométricos del feto

8.2.1 Peso fetal

El peso, la longitud y el perimetro craneal son los parametros zoométricos mas usados
para valorar el crecimiento fetal. Existen diversos factores que afectan el peso y la
longitud del feto entre ellos se encuentran: el tamafio de la camada, la posicién del feto
en el cuerno uterino (Barr et al., 1970), el sexo del feto (Bruce y Norman, 1975) y el peso
de la placenta (Norman y Bruce, 1979a y b). En el presente estudio se evaluaron tanto el
peso como la longitud de los fetos de ratas Wistar a diferentes edades de gestacion con
la finalidad de estudiar el efecto que tienen los acidos grasos poliinsaturados omega 3 de
cadena corta y larga sobre estos parametros, encontrando que existe una diferencia
matematica entre los grupos sélo al final de la gestacion (dia 21) donde el peso alcanzado
es de 5.02 + 0.87, CN; 5.45 + 0.4,w-3-CC y 4.89 + 0.99,w-3-CL. El incremento de peso
de 26.8 % en el grupo w-3-CC comparado con el grupo control a los 21 dias de edad
gestacional este fendmeno talvez se deba al incremento en la sintesis y liberacién de la
insulina materna derivada de la estimulacion de este acido graso sobre las células beta

del pancreas (Orozco, 2008). Estudios realizados por Norman y Bruce (1979) para
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evaluar algunos parametros zoométricos como el peso fetal en ratas a diferentes edades
de gestacién muestra que el peso a los 17 (0.38 g) (Norman y Bruce, 1979b) y 22 (5.4
0.7 g) (Norman y Bruce, 1979a) dias es 65.4 y 8.4% menor que el de los animales del
grupo control del presente estudio, esto se puede explicar debido a que algunas de las
variables que influyen en el desarrollo y ganancia de peso de los fetos es la edad de la
hembra al momento de la gestacion, la cual en el caso de los grupos utilizados para el
desarrollo del presente estudio fue de 4 meses; mientras que la reportada por los autores
de “Fetal and placental weight relationships in therat at Days 13 and 17 of gestation” oscila
entre los 3 a 5 meses, lo que puede llevar a tener un amplio rango en el valor de esta
variable. Otros autores como Furukawa (2019) sefialan que el peso alcanzado por los
fetos de ratas a los 15 (0.26 mg), 17 (0.85 mg), 19 (2.06 mg) y 21 (4.96 mg) dias de
gestacion es 29.7% mayor a los 15 dias y tiende a disminuir en porcentaje de los 17 a los
21 dias en comparacion con el grupo control en estudio. Ademas de las variables antes
mencionadas el estado nutricional de la madre y el nimero de partos son otros de los
factores que determinan la ganancia de peso del feto, esto sin contar con el nimero de
crias por parto, antecedentes genéticos y factores ambientales. El crecimiento prenatal
aumenta progresivamente con la edad gestacional, como se puede apreciar en la figura
7, sin embargo el que un feto sea mas pequefo y liviano no significa necesariamente que
Su crecimiento se haya retrasado o que sea menos maduro de lo esperado para la edad

gestacional (Chahoud y Paumgartten, 2005).

8.2.2 Talla fetal(distancia céfalo-caudal)

Hace un siglo que Stockard (1921) demostr6 que al alterarse las condiciones del entorno
fetal se podia modificar el crecimiento, en especial cuando estas alteraciones se realizan
en periodos especificos de la gestacion. El crecimiento fetal y la etapa de lactancia
determinan la salud del individuo a lo largo de la vida (Redondo et al, 2013), es por ello
que es de primordial importancia evaluar los efectos que ciertas moléculas tienen sobre

este parametro.
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El crecimiento es variable a lo largo de la vida, esta variabilidad es mayor de acuerdo a
las diferencias metabodlicas y funcionales de los distintos tejidos y sistemas. El
crecimiento de los individuos es discontinuo y existe una serie de caracteristicas que
pueden alterarlo; ya sea acelerandolo o disminuyéndolo. Existen diversas causas que
pueden alterar el crecimiento en la etapa fetal, algunas de origen materno como son:
enfermedades metabdlicas, mala nutricion o restriccion alimenticia durante el embarazo,
edad, etc. o atribuibles al feto y la placenta: niumero de fetos por camada, sexo, disfuncién

placentaria, etc.

En el presente trabajo se investigo el efecto de los acidos grasos poliinsaturados omega-
3 de cadena corta y larga sobre el crecimiento fetal (talla), los resultados no muestran
evidencia de alteracion en este parametro a causa de la suplementacién de estas
moléculas durante la gestacion (figura 7b); sin embargo, al analizar los datos tanto del
peso fetal como de la talla en forma conjunta calculando el indice de masa corporal (IMC),
observamos que este es mayor en los hijos de las madres que recibieron suplementacion
con estos acidos grasos (figura 7c¢). El IMC es un indicador del estado nutricional que
sirve para identificar el sobrepeso o la obesidad, ademas de ser un predictor de la
morbimortalidad de esta enfermedad (Manson et al, 1995; Willett et al, 1999); sin
embargo, muy poco se sabe acerca de este pardmetro en la etapa fetal. Existen estudios
gue relacionan el bajo peso al nacer con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares
y metabdlicas en el adulto y la importancia que el consumo de &cidos grasos omega-3
tiene en la prevencion de la presentacion en estos padecimientos (Skilton, 2018), ya que
en la mayoria de estos individuos, independientemente del consumo de estas moléculas,
la concentracion de acidos grasos n-3 de cadena larga es baja, lo que se relaciona con
la actividad de la 5-desaturasa, enzima que se encarga de la conversién de los n-3 de
cadena corta a n-3 de cadena larga (Ozanne et al., 1998). Por otro lado la macrosomia
fetal estd relacionada con complicaciones perinatales y el desarrollo de enfermedades
metabdlicas como el sobre peso y la obesidad en el infante, derivada de alteraciones
metabdlicas, como en la concentracidén de insulina y glucosa (Schwartz y Teramo, 1999;
Hjalgrim et al., 2003). Es posible que el consumo de los acidos grasos omega-3 durante
la gestacion tenga un efecto preventivo en el desarrollo de enfermedades en la edad

adulta en individuos hijos de madres con enfermedades metabdlicas previas o
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desarrolladas durante la gestacion ya que ayuda a tener un mejor IMC; sin embargo,
podria ser un factor de riesgo en individuos sanos, ya que tiene efectos positivos en este
indice y puede conducir a individuos con macrosomias y posterior desarrollo de

enfermedades.

8.3 Paradmetros morfométricos de la placenta

La placenta es un érgano transitorio con una gran variedad de funciones que van desde
la nutricion y oxigenacion hasta la eliminacién de los desechos fetales, y juega un papel
fundamental en el crecimiento fetal. EI examen de este 6rgano puede ayudar a dilucidar
la causa u origen de los problemas fetales; sin embargo, este érgano es poco estudiado,
y con menor incidencia en los diferentes estadios de su desarrollo, debido a las
complicaciones que tiene su obtencion, y, sobre todo en humanos. El desarrollo de la
placenta, evaluado como incremento en peso y talla, asi como las funciones de este
organo estan correlacionadas de forma directa con la viabilidad del producto y los
problemas que este pueda tener durante la gestacion (estrés fetal agudo, sufrimiento
fetal, peso al nacimiento), al parto (prematuros, dismaduros, inmaduros) o durante la
edad adulta (enfermedades metabdlicas). Se sabe que tanto el desarrollo como la funcion
de la placenta se asocian a variables maternas como: edad a la gestacion, nimero de
partos, estado de salud, altura 'y peso de la madre, concentracion de ferritina sérica, entre
otros (Hindmarsh et al., 2000).

8.3.1 Peso

Los datos encontrados en la literatura reportan un menor peso en las placentas de ratas
Wistar sanas sin tratamientos [15 dias, 31.4%; 17 dias, 22.7%; 19 dias, 19.5% y 21 dias,
36.9% (Furukawa et al., 2019)] en comparacion con el grupos control de este estudio.
Estos resultados son mas parecidos a los encontrados en los grupos suplementados con
w-3-CC (15, 17 y 19 DG) y w-3-CL (21 DG), lo que probablemente se deba a que la

mayoria de las formulas de alimento para rata son complementadas con un aporte de
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acidos grasos que rebasa las recomendaciones de la National Research Council (NRC)
para esta especie. Un peso placentario alto esta asociado a baja puntuacion APGAR,
dificultad para respirar y muerte perinatal, por otro lado el bajo peso de la placenta esta

directamente relacionado con complicaciones en la salud materna.

8.3.2 Talla (diametro y grosor)

El aumento en el tamafio de la placenta est4 asociado al peso de la madre y es una de
las variables asociadas al peso del recién nacido. En el presente estudio los datos
encontrados muestran una diferencia matematica del 12%, w-3-CCy 7%, w-3-CL, y pese
a que este valor parece recuperarse alos 17 dias, 2.6% y 19 dias, 0.9 % dias en el grupo
w-3-CL vuelve a disminuir 4.6 % a los 21 dias, mientras que el grupo w-3-CC permanece
por debajo del control durante el resto de la gestacién (0.7 %; 17 D, 1.8 %; 19D vy 7.1 %;
21 D). Es importante sefalar que el menor diametro placentario obtenido es el del grupo
w-3-CL; sin embargo, los datos observados en la variable grosor son similares a los del
didmetro a los 15DG (19.8 %, w-3-CC y 12.3%, w-3-CL) pero tienden a ser mayores
durante el resto de la gestacion donde el grosor de la placenta es mayor en los grupos
tratados respecto al control. Comparando los valores diametro y grosor entre los grupos
en tratamiento se puede observar que el grupo w-3-CL es mas grande lo que se
correlaciona en forma positiva con el peso de la placenta. Los datos evidencian la
existencia de una alteracion en el crecimiento de este 6rgano en los grupos
suplementados si se comparan con el comportamiento del grupo control, este fendmeno
puede estar afectando el crecimiento fetal, por lo que se debe evaluar la eficiencia

placentaria.

8.4 Indice de eficiencia Placentaria (IEP) e indice de masa corporal del feto
(IMC)

Este parametro ha sido poco evaluado en los diferentes estadios de la gestacion en

humanos debido a la falta de material biolégico para hacerlo o a la ignorancia que se ha
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tenido de su importancia como predictor del bienestar fetal. En el presente estudio se
determind el indice de eficiencia placentaria (figura 10) a partir del peso de la placenta 'y
el peso fetal, encontrando que los grupos suplementados con acidos grasos
poliinsaturados omega-3 de cadena corta (17 dias) y larga (15 dias) son 3.3% y 12.3%
menores respetivamente, en comparacion con el grupo control y tienden a incrementar
exponencialmente hacia el final de la gestacién siendo 48.8%, w-3-CC y 20.5%, w-3-CL
mayores con respecto al grupo control a los 21 dias de gestacion; sin embargo, un indice
de eficiencia placentaria mayor no siempre es sinénimo de bienestar fetal, ya que se ha
encontrado que un IEP elevado sugiere la disminucién de las reservas placentarias, lo
gue tiene como consecuencia la restriccidén del crecimiento intrauterino, lo que se puede
interpretar como que las placentas pequefas limitan el éptimo crecimiento fetal (Boyd y
Hamilton, 1970; Kuhy Ben-Schlomo, 1997), mientras que el IEP bajo se asocia a
anormalidades de la placenta con compromiso funcional. Es importante recordar que el
tamafio de la placenta, asi como de sus demas caracteristicas morfométricas, tanto para
la funcion endocrina como para la transferencia de nutrientes al feto. Es asi que una
mayor superficie (diametro) placentaria asegura una mayor superficie de
sincitiotrofoblasto y un mayor espesor asegura una mayor formacién de vasos
sanguineos y lagunas placentaria con una mayor disponibilidad de nutrientes al feto
(Sibley, 1994).

Como ya se mencioné el peso al nacimiento es un indicador de la nutricion fetal; sin
embargo este parametro, en forma cruda, no siempre sugiere la buena salud del neonato
y mucho menos del feto intrauterino, por lo que es necesario evaluar uno de los
parametros morfométricos mas utilizados para el diagnéstico del estado nutricional
(obesidad, peso saludable o bajo peso al nacer) de los individuos natos, nos referimos a
el indice de masa corporal el cual es 13.6 y 16.8 % mayor en los animales de los grupos
suplementados (w-3-CC y w-3-CL respectivamente) comparados con el grupo control a
los 15 DG y 7.7%, w-3-CC y 6.6%, w-3-CL menor hacia el final de la gestacion. El
incremento de este parametro respecto al tiempo (entre los 15 y 21 DG) es de 1.2
(135.5%) y 1.15 (132.9%) veces mas en los grupos tratados respecto al control, lo que
sugiere que hay un efecto positivo de los acidos grasos sobre el crecimiento fetal. Este

mismo efecto se ha observado en individuos suplementados en la etapa de crecimiento
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(entre las 8 semanas y los 6 meses) (Vicentefo, 2018). El IMC a diferencia del llamado
percentil fetal se aproxima mas a la realidad en cuanto a desarrollo intrauterino se refiere;
sin embargo, y debido a que no es posible realizar la medicion del IMC en el feto lo
adecuado es el calculo del percentil fetal (PF) evalta el desarrollo fetal a lo largo del
embarazo y se realiza mediante la determinacién del tamafio aproximado de tres
paramentos que son: el Diametro biparietal, el perimetro del abdomen y la longitud del
fémur, por lo que quizas sea adecuado en proximas investigaciones determinar estos
parametros en los fetos para realizar una comparacién adecuada entre el PF y el IMC y
estimar su grado de asociacion en las distintas etapas del crecimiento de los fetos de

rata.

8.5 Reabsorciones y molas

En gestaciones sanas el tejido trofoblastico desarrolla una rica vasculatura que, en
mamiferos, invade el endometrio materno; lo que se conoce como placenta,
ocasionalmente los mecanismos de regulacion génica fallan dando lugar a la formacion
de pequefias masas de agregados celulares de color amarillento halladas después de la
implantacion (Durén y Bolafos, 2018), estas estructuras se forman por la muerte fetal
temprana derivada de: a) una falta de aporte energético (hipoglicemia), producida por una
deprivacion del aporte materno debido a una deficiente perfusion placentaria, b) por
hiperinsulinemia materna o fetal o ¢) hipocalcemia (hipotiroidismo). En el presente estudio
se encontrdo que el mayor niumero de molas se presentd en el grupo w-3-CL (40%)
mientras que en los grupos control y el w-3-CC sélo se observaron en el 27% de los
animales. Estas molas se dividen de acuerdo a su histologia en: formas premalignas que
a su vez se dividen en la mola hidatiforme parcial (observada en el 100% del grupo control
y el 80% en el grupo w-3-CC), la mola hidatiforme completa (presente en el 20% de los
casos del grupo w-3-CC y en el 30% del grupo w-3-CL) y la mola invasiva (observada en
el 60%, w-3-CCy 10%, w-3-CL) y el tumor trofoblastico epitelioide presente en el grupo
w-3-CL.
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Estudios realizados por el grupo de Mejia-Zepeda R en animales inducidos a diabetes
tipo 2 con estreptozotocina se ha observado el desarrollo de tumores en rifidn en el 60%
de la poblacion de animales suplementados con acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga estos datos se corresponden con el desarrollo de molas hidatiformes completas
(30%), invasivas (60%) y tumor trofoblastico epitelioide (10%) del grupo que recibid este
tipo de suplementacion. Es importante sefialar que el desarrollo de tumores ha sido
asociado a la obesidad, diabetes tipo 2 y resistencia a la insulina debido al incremento de
la concentracion de insulina en la circulacion lo que promueve el crecimiento y progresion
de las células displasicas (Calle y Kaaks, 2004; Wolf et al, 2005). Ademas de lo anterior
Gallagher y LeRoith (2010) informa de la existencia de un mayor riesgo de desarrollo de
cancer relacionado con hiperinsulinemia secundaria a la resistencia a la insulina en
personas con diabetes tipo 2 y obesidad derivado del incremento de la expresion del gen
del factor de crecimiento parecido a insulina (IGF, por sus siglas en inglés), lo que se ha

reportado en crecimiento tumoral en cultivo celular, modelos en animales y humanos.

8.6 Consumo de oxigeno mitocondrial de células de placenta

En el presente estudio se analizé el consumo de oxigeno mitocondrial mediante el calculo
del control respiratorio (CR), con la finalidad de evaluar la respuesta metabdlica del tejido
hepatico y placenta cuando existe un aporte extra de acidos grasos poliinsaturados
omega-3 de cadena corta 6 larga en la dieta materna, encontrando que en el higado de
los animales del grupo w-3-CC existe una disminucion del CR en los dias 15y 17 de la
gestacion (30.9 % y 17.3 % respectivamente) con un incremento a 10.2 'y 9.4% a los dias
19 y 21, mientras que en los animales del grupo w-3-CL hay una disminucién de este
parametro a lo largo de la gestacion (34, 16, 4.6 y 0.2%). Comparando los anteriores
datos con los de la placenta, tanto en el grupo w-3-CC [al inicio (15 dias) es menor
comparado con el CN, incrementandose al final de la gestacién] como el w-3-CL [se
mantiene por debajo del grupo control], se puede observar que el metabolismo celular se
va adecuando a los cambios fisiolégicos ocurridos durante la gestacion. Los valores de
2.2y 2.1 (15 DG) del CR van disminuyendo progresivamente hasta 1.4y 1.3 (21DG) en
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higado y placenta respectivamente lo que corresponde con la demanda
energética(dependiente del aporte de sustratos) de la etapa gestacional y se
correlacionan de manera negativa con el crecimiento fetal y de la placenta, lo que significa
una adecuada hiperplasia e hipertrofia para la formacién de materia organica (Acevedo
et al., 2008). Como ya se sabe la placenta es un tejido que tiende a involucionar a medida
qgue la gestacion avanza por lo que los datos encontrados son consistentes con los
cambios anatémico fisiologicos de este 6rgano. Uno de los cambios esperados durante
la ontogénesis de la placenta (proceso de maduracion e involucién) es el consumo de
oxigeno mitocondrial que esta asociado no so6lo a la funcion del érgano sino ademas a su
masa, esto es a mayor niumero de células mayor consumo de oxigeno, cabe aclarar que
este se refiere al volumen no a la eficiencia en la utilizacién del mismo, ya que un CR
bajo indica un desacoplamiento mitocondrial derivado de: la eficiencia en el uso de
sustratos y la funcion del sistema del transporte de electrones, el envejecimiento celular
(edad gestacional), el estado nutricional de la madre y la concentraciébn de oxigeno

perfundido hacia la placenta (Sferruzzi-Perria et al, 2019).

Como se puede observar, cada uno de los parAmetros estudiados aporta s6lo un poco
de la informacion necesaria para el analisis, no solo de la salud de la unidad materno
fetal, sino ademas de los efectos que los acidos grasos poliinsaturados tanto de cadena
corta como larga pueden tener en el desarrollo y crecimiento del feto y las posibles
complicaciones que pueden derivar del uso cronico de los mismos durante la gestacion.
El andlisis de la correlacion de los parametros en estudio ofrece un panorama mas claro
y amplio de la implicacién del consumo de los omega-3 en diferentes etapas de la
gestacion, encontrando que existe una correlacion positiva entre el tiempo de gestacion
(15, 17,19y 21 dias), con el peso del feto y su placenta (R=0.83), la eficiencia placentaria
(R=-0.76), la presencia de molas (R=0.68) y el CR (R= - 0.89). Estos datos se pueden
interpretar como una mayor ganancia de peso, una disminucion de la eficiencia
placentaria y el CR en los hijos de madres suplementadas, lo que puede derivar en
problemas perinatales, incremento del desarrollo de tumores y enfermedades
metabdlicas del adulto, entre otras patologia que ponen en riesgo la vida. Por ello es de

suma importancia el estudio integral del uso de estas moléculas durante la gestacion
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normal y patolégica con la finalidad de evaluar qué tan eficaz y recomendable es su uso

en las diversas situaciones y etapas de la gestacion.
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9

CONCLUSIONES

>

El suministro de &cidos grasos omega 3 durante la gestacion, tanto de cadena
corta (w-3-CC) como de cadena larga (w-3-CL), alter6 parcialmente la ganancia
de peso de la madre.

La gestacion per se ya representa una condicién que impone dificultades al control
de la glicemia materna, pero el suministro de &cidos grasos omega 3, tanto de
cadena corta como larga, impone nuevas dificultades a dicho control, de acuerdo
con las curvas de tolerancia a la glucosa.

Los parametros morfométricos de los fetos no fueron afectados por el suministro
de los &cidos grasos omega 3.

Hacia el final de la gestacion (dia 21), los acidos grasos omega 3 de cadena corta
y larga disminuyeron parcialmente el peso y diametro de la placenta.

La eficiencia placentaria y el IMC aumentaron hacia el final de la gestacion (21
dias) gracias al suplemento de los acidos grasos omega 3, tanto los de cadena
corta como larga.

El suministro de los acidos grasos omega 3, tanto de cadena corta como larga,
s6lo generd pequefios cambios marginales en las velocidades de consumo de
oxigeno y el control respiratorio.

En general, podemos decir que el suministro de acidos grasos omega 3 durante el
embarazo, afecta el desarrollo normal de la gestacion. Sin embargo, hacen falta
mas estudios para comprender mejor si dichos cambios son perjudiciales o

benéficos para la madre y el producto.
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