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Lista de Abreviaturas

miRNA: microRNA

EHGNA: Enfermedad de Higado Graso No Alcohélico

ALT/GPT: Alanina Aminotransferasa

GGT: Gamma-glutamil transferasa

AST/GOT: Aspartato Aminotransferasa

RT-gPCR: Transcripcién Reversa-cuantitativa de la Reaccidn de Polimerasa en cadena

TNF-alfa: Factor de necrosis tumoral alfa



2. Resumen

Durante la ultima década, se ha observado que la enfermedad del higado graso no alcohélico
(EHGNA) en el embarazo se ha triplicado, constituyendo un problema de salud publica, ya que
aumenta el riesgo de desarrollar complicaciones maternas y fetales. Se ha sugerido que una
de las posibles causas del aumento de la prevalencia de EHGNA se debe al incremento de la
obesidad en la poblacién. Por ello, es importante encontrar biomarcadores especificos de esta
patologia, dentro de los que han surgido los miRNAs. Por lo tanto, este estudio se enfoco en
analizar los niveles séricos de los miRNAs 29a y 33a en mujeres embarazadas con obesidad
durante el tercer trimestre de gestacién, en comparacién con un grupo control de mujeres de
peso normal. Se incluyeron sueros de 32 de mujeres de peso normal y 38 de mujeres con
obesidad. Se midi6 la concentracién de glucosa, lipidos y transaminasas hepaticas (AST, ALT
y GGT). Los niveles séricos de los miRNAs 29a y 33a se evaluaron mediante PCR en tiempo
real. Se observd un aumento de las enzimas hepaticas AST/GOT y ALT/GPT en mujeres
embarazadas con obesidad en comparacién con el grupo control (P = 0,004 y P = 0,020,
respectivamente). Los niveles séricos de los miRNA-29a y 33a fueron comparables entre los
grupos. Aunque, en el grupo con obesidad, miRNA-29a se correlaciono positivamente con los
niveles de GGT (r = 0,445; P = 0,006), mientras que, el miRNA33a con ALT/GPT (r = 0,363; P
= 0,038) y con la ganancia de peso (r = 0,363; P = 0,038). En sintesis, este estudio indica que
los miRNAs 29a y 33a se asocian con marcadores de la funcion hepatica en mujeres
embarazadas con obesidad. Mas investigaciones son necesarias para comprender sus
implicaciones en la salud materno-infantil que permitan prevenir alteraciones hepaticas en

mujeres embarazadas con obesidad.

PALABRAS CLAVES: obesidad gestacional, microRNAs, enfermedad de higado graso no

alcohdlico, microRNA-29a, microRNA-33a



3. Introduccidn

El embarazo es un estado donde se producen una serie de cambios fisioldégicos y hormonales
en la madre para permitir el crecimiento y desarrollo del feto. Estos cambios incluyen la
formacion de la placenta, el aumento del volumen sanguineo, la expansién del utero y los
cambios en los érganos reproductivos. Sin embargo, es importante destacar que sustancias
nocivas como el alcohol, el tabaco, ciertos medicamentos e incluso la obesidad, pueden alterar
tanto el estado de la madre como el desarrollo del feto, lo que subraya la importancia de llevar

un estilo de vida saludable y buscar atencion prenatal para garantizar un embarazo adecuado.

Obesidad: Definicion e Impacto Poblacional

La obesidad es un estado nutricional caracterizado por una acumulacion anormal o excesiva
de grasa que puede ser perjudicial para la salud (1). Esta ha adquirido gran relevancia en el
ultimo tiempo, tanto a nivel nacional como a nivel mundial. En nuestro pais se ha observado,
a través de la ultima Encuesta Nacional de Salud realizada en 2016-2017, que un 34,8% de la
poblacion chilena tiene obesidad y, ademas, un 64,2% de las gestantes que se atienden en el
servicio de atencion publica presentan sobrepeso u obesidad transformandose esta situacion
en una de las principales preocupaciones de salud publica (2). En ese sentido, la obesidad
sostenida puede provocar complicaciones tales como enfermedades cardiovasculares,
hipertension (1), diabetes mellitus o enfermedad de higado graso no alcohélico (EHGNA).

Se estima que alrededor del 90% de los sujetos en estado de obesidad presenta la condicion
clinica de EHGNA (3). Esta se define como una enfermedad en la que existe una acumulacion
mayor al 5% de grasa en el tejido hepatico y en donde existe cierta relaciéon con la presencia
de trastornos metabdlicos entre los que destacan: la resistencia a la insulina y la diabetes tipo

2. La manifestacion de EHGNA de forma sostenida supone un riesgo de complicaciones



mayores como la cirrosis hepatica llegando a cuadros graves como el carcinoma hepatico (4).

La progresion de esta enfermedad se visualiza en la figura 1.
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Figura 1. Extraida de Cobbina E. y Akhlaghi F. Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) - pathogenesis,
classification, and effect on drug metabolizing enzymes and transporters (2017).

La figura 1 muestra las etapas progresivas de la EHGNA desde la forma benigna progresando a
Esteatohepatitis No Alcohdlica que puede presentarse con o sin fibrosis. Posteriormente la Esteatohepatitis
No Alcohdlica podria progresar a cirrosis y eventualmente al carcinoma hepatocelular. NAFL: Higado Graso
Inicial; NASH: Esteatohepatitis No Alcohélica; NAFLD: Enfermedad de Higado Graso No Alcohélico.

A pesar de que no se conocen con precisidon los mecanismos fisiopatolégicos exactos de la
EHGNA, los antecedentes sugieren que la presencia de esta enfermedad se relaciona con
condiciones que tienen como punto en comun la sobrecarga lipidica en el higado. Una de las
causas mas comunes de acumulacién excesiva de lipidos se debe a una ingesta elevada de
triglicéridos, y que tiene como consecuencia un influjo excesivo de acidos grasos en el higado
los cuales no pueden ser eliminados de forma eficiente (5). Otro factor que podria relacionarse
con un mayor transporte y acumulacion de lipidos en el higado es la resistencia a la insulina,
ya que esta condicion clinica provoca un aumento en la liberacion de acidos grasos del tejido
adiposo. Esta asociacién entre la resistencia a la insulina y el incremento en la liberacién de
acidos grasos del tejido adiposo sugiere un vinculo fundamental entre la funcién metabdlica y

el desarrollo de enfermedades hepaticas.



Una de las consecuencias que se generan a raiz de la acumulacién excesiva de lipidos en el
higado es el estrés oxidativo, ya que bajo esta condicion se produce un desequilibrio entre la
produccion de radicales libres y la capacidad del cuerpo para neutralizarlos con antioxidantes.
Por otro lado, la acumulacién de lipidos hepaticos puede desencadenar una respuesta
inflamatoria local, en la cual se reclutan células como macréfagos o linfocitos T que pueden
causar dano a las células hepaticas.

En sintesis, tanto el estrés oxidativo como la inflamacién constituyen mecanismos de dafio de
los hepatocitos, llevando a un incremento en la liberacidon de enzimas hepaticas lo que
finalmente provoca un aumento de ellas en la circulacién sanguinea (6). Ademas del dafio
celular inducido a través de estos mecanismos, puede ocurrir dafio indirecto por efectos
citotdxicos de la peroxidacion lipidica de los acidos grasos (7).

A nivel clinico se ha observado que sujetos en estado de obesidad tienen una serie de
parametros bioquimicos sanguineos alterados. Entre ellos, destacan las transaminasas (ALT,
AST, GGT), la fosfatasa alcalina y en ocasiones se pueden ver alterados otros marcadores de
funcién hepatica como la bilirrubina, albumina, o tiempo de protrombina debido al rol del higado

en la sintesis de factores de coagulacion (8).

Obesidad en el embarazo: Un factor de riesgo a considerar

Debido al notable aumento en la prevalencia de la obesidad, ha quedado en evidencia el
impacto de esta condicién durante la gestacion tanto en la madre como en su descendencia.
De esta manera, se ha descrito que una mujer embarazada en estado de obesidad previo a la
gestacién tiene propension a desarrollar morbilidades materno-perinatales como diabetes
gestacional, sindrome hipertensivo del embarazo, preeclampsia, infecciones puerperales y

recién nacidos prematuros o con malformaciones congénitas (9).



Durante la gestacion, producto de los cambios hormonales propios del embarazo, se producen
una serie de adaptaciones en el metabolismo hepatico materno, caracterizado por un aumento
de la gluconeogénesis, de la sintesis de colesterol y de lipidos (10). Ademas, en el higado
materno, ocurre un aumento de la sintesis de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) ricas
en triglicéridos, las cuales son captadas por la placenta para asegurar la transferencia
materno-fetal de acidos grasos (10). Todos estos cambios son necesarios para cumplir con
los requerimientos del feto en crecimiento. Sin embargo, implican un importante estrés
metabdlico para el higado de la mujer gestante que, en condiciones de riesgo preexistente,
como la obesidad, podrian conducir a alteraciones en la transferencia materno-fetal de
nutrientes afectando el normal crecimiento fetal principalmente contribuyendo al desarrollo de
macrosomia fetal lo que podria vincularse con un aumento del peso, talla o circunferencia
craneal del recién nacido (11). De forma interesante, se ha sugerido que el impacto de la
obesidad y alteraciones metabdlicas maternas es diferente dependiendo del sexo del recién
nacido (12).

Se ha observado que durante el tercer trimestre del embarazo ocurre una inhibicion fisiolégica
de la beta oxidacion de acidos grasos lo que, asociado con la mayor sintesis de lipidos, podria
generar un ambiente propicio para una mayor acumulacién de grasa intrahepatica en el higado
materno (13) por lo que, en mujeres con obesidad se ha observado un aumento de acidos
grasos, triglicéridos y VLDL en comparacién con mujeres normopeso, |0 que sugiere un riesgo
de desarrollar esteatosis hepatica en estas mujeres.

En esa misma linea, se ha evidenciado que en los ultimos 30 afos se ha triplicado la
prevalencia de EHGNA en el embarazo y algunas investigaciones han demostrado que esta
condicion se relaciona de forma independiente con complicaciones hipertensivas, hemorragia
post-parto o parto prematuro (7). Asi entonces, el impacto de esta patologia durante el
embarazo incentiva el estudio en esa poblacion y a su vez la busqueda de marcadores

precisos que se relacionen con enfermedades hepaticas, sobre todo porque actualmente los
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mecanismos fisiopatoldgicos que relacionan la EHGNA con alteraciones materno-fetales no
son conocidos.

En la figura 2 se muestra la variacién que hubo entre 2007 y 2016 en la prevalencia de EHGNA
en mujeres embarazadas de Estados Unidos y su relacion con la tasa de obesidad durante
es0s mismos afios. Se observa que hubo un aumento del 3,5% en la prevalencia de EHGNA
en tan solo 8 anos, concomitante con un aumento de la tasa obesidad en el mismo tiempo

transcurrido.

Prevalencia EHGNA y Obesidad entre 2007 y 2015 en EE.UU.
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Figura 2. Modificado de Sarkar M. y cols. Non-alcoholic fatty liver disease in pregnancy is associated with
adverse maternal and perinatal outcomes (2017).

La figura 2 muestra la prevalencia de mujeres embarazadas con EHGNA (por cada 100.000 habitantes)
durante los afios 2007 y 2016 en la red de hospitales publicos de Estados Unidos. Asimismo, se visualiza

la tasa (en porcentaje) de obesidad en la poblacion estadounidense entre los mismos aios.

Actualmente en nuestro pais, no existen estudios ni cifras oficiales que aborden esta situacion
y, por lo tanto, su investigacion es algo innovador, desde la perspectiva de salud publica y el

impacto que genera una alta tasa de obesidad en mujeres embarazadas.
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En resumen, el riesgo de presentar esteatosis hepatica materna esta relacionado con una
alteracion de la fisiologia del organismo y una serie de mecanismos fisiopatologicos

conducirian a un aumento de complicaciones materno-fetales (9).

Busqueda de marcadores predictores de funcidn hepatica: Surgimiento de microRNAs

Actualmente uno de los mayores desafios estd en encontrar marcadores especificos que
permitan predecir o diagnosticar oportunamente la presencia de distintas enfermedades, entre
ellas, se buscan biomarcadores de funcion hepatica en pacientes en estado de obesidad que
suponen un mayor riesgo a presentar EHGNA, dado que existe un aumento progresivo de la
tasa de obesidad a nivel global y las consecuencias que conlleva esta enfermedad son de
relevancia clinica, ya que incluso se ha descrito la progresion de EHGNA puede desencadenar
en hepatocarcinoma. En ese sentido, se buscan marcadores que sean mas sensibles y
especificos a la patologia en particular que se esta analizando y que sea a través de un
procedimiento menos invasivo para el sujeto de estudio.

El dltimo tiempo ha cobrado gran relevancia la participacién de los microRNAs como
reguladores de la expresion génica en distintos tipos celulares y procesos fisioldgicos. Los
microRNAs son pequefios segmentos de RNA no codificantes de aproximadamente 21 a 23
nucledtidos (14), relacionados fundamentalmente con la regulacion de la expresion génica a
nivel postranscripcional (15). Se ha evidenciado que la expresién de miRNA desempefia un
papel crucial en las alteraciones metabdlicas tales como dislipidemias y alteraciones del
metabolismo hepatico. Los antecedentes sugieren que los miRNAs participan en la
sefalizacién inflamatoria relacionada con alteraciones hepaticas y en su progresién a cuadros
mas graves (16), ya que varios estudios han revelado que los miRNAs tienen un rol

fundamental en el control de la homeostasis metabdlica.
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Una revision sistematica publicada en 2016 ordend los diferentes microRNAs segun su rol en
los diferentes tipos de metabolismos. En ese sentido, se establecié que modificaciones en los
niveles séricos de miRNAs circulantes, incluidos miRNA-29a, miRNA-33a, miRNA-21, miRNA-
192, miRNA-221/222, miRNA-375, y miRNA-802 (14)(17), estarian relacionadas de forma
directa en el contexto de enfermedades hepaticas, entre ellas la EHGNA, indicando que los
cambios en niveles séricos de estos miRNAs pueden ser efectivos biomarcadores de la
prediccion y de la progresion de la patologia. Otra investigacién, demostrd la importancia de
una desregulacién de miRNA-148a en el desarrollo de hipercolesterolemia en ratas (18).

Uno de los miRNAs que ha sido bastante estudiado es el miRNA-122, que esta presente en el
higado y se ha demostrado que esta involucrado en la sintesis de colesterol hepatico y en el
metabolismo lipidico, presentando altos niveles circulantes en el contexto de la EHGNA. Una
investigacién con modelos animales estudié la importancia biolégica de silenciar ciertos
miRNAs, entre ellos el mMiRNA122, para analizar el rol de este y visualizar como se afectaba el
metabolismo. De esta manera, demostrd que una disminucién en su expresion resulta en una
reduccién significativa de los niveles de colesterol plasmatico (19) y, por el contrario, este
miRNA presenta mayor nivel de circulacion en el contexto de la obesidad y de la EHGNA, lo
qgue se asocia a un marcador eficaz de funcion hepatica.

Otro miRNA que se encuentra estrechamente relacionado con el diagnéstico de ciertas
patologias asociadas a disfuncion hepatica es el miRNA-29a, siendo identificado también
como un buen biomarcador en pacientes con EHGNA vy reflejo de la progresion de esta
patologia (18). De manera interesante, en una de las investigaciones que se analizaron en la
revision sistematica mencionada previamente se destaca el efecto protector del miRNA-29a
sobre el dano hepatico y su accién versatil sobre la regulacién epigenética, la homeostasis
mitocondrial y la inmunomodulaciéon cuya funcidon puede mejorar la percepcion de la
patogénesis de la EHGNA. Por esta razén, se esperaria encontrar que en el contexto de la

patologia este miRNA esté disminuido.
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Por otro lado, un estudio realizado en humanos a través de muestras de biopsias hepaticas
medidas por la técnica de gPCR donde se realiz6 un analisis de regresion para determinar la
asociacion de los niveles séricos de miRNA-33a con esteatosis hepatica e inflamacién (20),
establecié que éste tiene una funcion critica en la regulacién y homeostasis lipidica en el
higado, ya que cuando esta sobreexpresado a nivel hepatico hay una progresion rapida de
alteraciones hepaticas, por lo tanto, es probable que la expresion sérica de este miRNA esté
aumentada tanto en sujetos con obesidad como en el contexto de EHGNA.

Los miRNAs 29a y 33a son elementos cruciales en la regulacion del metabolismo hepatico. Se
ha demostrado que el mMiRNA29a participa en la modulacién de genes implicados en la fibrosis
hepatica, regulando la expresién de colageno y contribuyendo asi a la salud hepatica. En
estudios previos en modelo murinos, se ha demostrado que la sobreexpresion de miRNA29a
en ratones colestasicos inhibia significativamente el dafo hepatocelular y la fibrosis hepatica
disminuyendo, ademas, los niveles de proteinas proapoptoticas (21). Por otro lado, el
miRNA33a desempeiia un papel central en la regulacion del metabolismo lipidico y glucidico
en el higado, influyendo en la sintesis de lipidos, la sensibilidad a la insulina y la homeostasis
de la glucosa. Estudios previos han demostrado efectos del miR-33a sobre la 3-oxidacién de
acidos grasos y como su inhibiciéon permite un mejor control de los niveles de colesterol (22).
Se presume que la variacién a nivel sérico de los miRNAs podria estar relacionada con
parametros bioquimicos de funcion hepatica, tales como transaminasas (Alanina
Aminotransferasa, Aspartato Aminotransferasa y Gamma-glutamiltransferasa), glicemia o
marcadores proinflamatorios (20).

Como ha quedado demostrado, existen numerosos antecedentes que sustentan una estrecha
relacion entre la obesidad y el desarrollo de dafio hepatico, particularmente EHGNA. Aunque
esta condicién tiene una serie de consecuencias deletéreas para la madre y el feto, no es
diagnosticada habitualmente durante la gestacion, debido a la dificultad de confirmar el

hallazgo. De esta manera, los miRNAs han emergido como una forma innovadora de
14



establecer pronésticos de algunas patologias o de funciones fisiolégicas del organismo,
cumpliendo un rol de biomarcador que puede ser detectado en circulacién, dando cuenta del
sitio donde se generan las afecciones, siendo una medicion sensible y especifica para ciertas

patologias, en este caso, de caracter hepatico.

15



4. Hipotesis

Durante el embarazo las adaptaciones hepaticas maternas son fundamentales para un
adecuado suministro de nutrientes para el crecimiento fetal. Por otro lado, la obesidad
gestacional podria conducir a alteraciones en la funcién hepatica. Se ha descrito que
los niveles séricos de microRNAs son potenciales biomarcadores de la funcién
hepatica, siendo el microRNA-29a un factor protector frente a estrés oxidativo en el
higado, mientras que el microRNA-33a un promotor del metabolismo y acumulacion de
lipidos intrahepaticos. En la presente tesis se postula que los niveles séricos del
microRNA-29a se encuentran disminuidos, mientras que los del microRNA-33a se
encuentran elevados en mujeres con obesidad gestacional en comparacion con
mujeres controles normopeso. Ademas, los niveles séricos de estos microRNAs
estaran correlacionados con parametros bioquimicos maternos y antropometricos del

recién nacido.

Objetivo General

Analizar los niveles séricos de los microRNAs 29a y 33a durante el tercer trimestre de
gestaciébn en mujeres embarazadas con obesidad y controles normopeso vy

relacionarlos con parametros maternos y fetales.

Objetivos Especificos

Estudiar los niveles séricos de los microRNAs 29a y 33a en sueros de mujeres con
obesidad gestacional y controles normopeso durante el tercer trimestre de gestacion.

Correlacionar los niveles séricos de los microRNAs 29a y 33a con parametros
bioquimicos séricos maternos tales como: marcadores de funcién hepatica, lipidica y

glucidica.
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e Asociar los niveles séricos de los microRNAs 29a y 33a con parametros
antropomeétricos del recién nacido tales como: peso, talla, circunferencia craneal y sexo

biolégico.
7. Materiales y Métodos

Participantes: Se estudiaron treinta y dos muestras de mujeres con peso normal (IMC 20-25
kg/m?) y treinta y ocho muestras de mujeres obesas (IMC: 30-36 kg/m?) de 18 a 36 afios que
realizaron sus controles ginecoldgicos en el Hospital San Juan de Dios. Estas mujeres fueron
reclutadas en dos estudios previos titulados: “Effects of maternal obesity on steroid levels
during pregnancy. A relationship between adipose tissue and inflammatory factors on placental
steroidogenesis.” FONDECYT 11130250 y “Maternal obesity influences placental fatty acid
transport. Are there an impact on fatty acid metabolism in the fetal liver?” FONDECYT
1181798. Las mujeres ingresaron al estudio a las 6 - 8 semanas de embarazo y fueron
seguidas hasta el parto. Sélo se incluyeron mujeres con embarazos unicos, de término y sin
patologias asociadas, por lo que mujeres con hipertension, preeclampsia, trastornos tiroideos,
parto prematuro o con fetos con malformaciones, aberraciones cromosémicas y aquellas con
antecedentes pregestacionales de diabetes, sindrome de ovario poliquistico, infertilidad y

fertilizacion asistida fueron excluidas de este estudio.

Aprobaciones Eticas: El estudio se realizé de acuerdo con los estandares de la Declaracion
de Helsinki y cuenta con la aprobacién del Comité de Etica en Investigacion en Seres Humanos
de la Universidad de Chile (CEISH), Facultad de Medicina (Acta de Aprobacién N°044 del
Proyecto N° 058-2023). Es importante declarar que a todas las participantes se les solicitd
firmar un consentimiento informado al aceptar ingresar en los estudios iniciales (FONDECYT
11130250 y 11817989). Considerando que los nuevos analisis coinciden con los objetivos de

los proyectos en donde se consintié el uso de muestras por parte de las participantes y que,
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ademas, las muestras e informacién es mantenida bajo estricta confidencialidad, el CEISH ha
autorizado la dispensa del consentimiento informado para esta investigacion en particular. Este
documento de aprobacién se encuentra disponible en documento anexo para su visualizacion.
Protocolo del estudio: Para el momento del reclutamiento (6 a 8 semanas de gestacion),
todas las mujeres fueron sometidas a un examen clinico, anamnesis y mediciones
antropométricas. Se calcul6 el IMC, parametro que permitié asignar a las voluntarias a los
grupos de control u obesas. A las 8 a 12 semanas de gestacion (primer trimestre) y a las 28 a
34 semanas de gestacion (tercer trimestre), se registraron las variables maternas en las que
se incluyen: la altura, el peso, el IMC y la presion arterial. Durante el tercer trimestre, se evalué
ademas, el estado nutricional materno utilizando curvas de Atalah, de acuerdo con el patrén

de referencia adoptado por el Ministerio de Salud (23).

Muestreo de sangre: Se obtuvo una muestra de sangre en ayunas durante el tercer trimestre
de gestacion, la cual centrifugd y se almacend el suero a -80 ° C para medir glucosa y
parametros lipidicos. Una alicuota del suero se proceso para la determinacion de enzimas
hepaticas y extraccion de los miRNAs.

Después del parto, se registraron los datos clinicos de la madre, incluida la paridad y el tipo
de parto (vaginal o cesarea), y del recién nacido, incluido el sexo, el peso, talla al nacer y la
circunferencia del craneo. Los recién nacidos se clasificaron como pequefios para la edad
gestacional (PEG) (peso al nacer, <percentil 10), adecuados para la edad gestacional (AEG)
o grandes para la edad gestacional (GEG) (peso al nacer,> percentil 90) de acuerdo con curvas
de crecimiento fetal establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud (24)(25).

La figura 2 del anexo resume lo realizado como metodologia para esta investigacion.
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Métodos analiticos:

Determinaciones séricas:

Se midieron los perfiles de glucosa y lipidos (colesterol total, triglicéridos y HDL), mediante un
un kit Spotchem Il Kenshin-2 (77188,199, Arkray, Kyoto, Japén) en un analizador SpotChem
(Arkray), segun las instrucciones del fabricante. Posteriormente, con los parametros lipidicos
obtenidos se realiz6 el célculo de los niveles de VLDL y LDL en las muestras de las
participantes, a través de las formulas de Friedewald. Adicionalmente, se incluyd una
caracterizacion del perfil hepatico dentro del estudio bioquimico que incluye la medicion de
enzimas claves en el metabolismo hepatico, entre los parametros que se miden se encuentran
las transaminasas (Alanina Aminotransferasa, Aspartato Aminotransferasa y Gamma-
glutamiltransferasa). Estas determinaciones fueron realizadas mediante técnicas
colorimétricas mediante el uso de reactivos especificos (Cédigos de Referencia: 23520, 12531
y 12533) en un equipo Photometer 5010 V5+ de la marca Riele (Berlin, Alemania). Los

coeficientes de variacion inter e intraensayo fueron menores de un 5%.

Aislamiento de RNA total:

Todos los procedimientos se realizaron utilizando material esterilizado y libre de nucleasas. La
extraccion de los RNA se realizé a partir de muestras de 100 uL de suero, estableciendo un
protocolo de acuerdo con la estandarizacion previa de la técnica, donde se evaluaron cuatro
protocolos como pruebas para la extracciéon. El detalle de estas pruebas y los resultados
obtenidos se pueden visualizar en la tabla 1 y 2, respectivamente (anexos). El resumen del
protocolo seleccionado se muestra a continuacion:

Cada una de las muestras fueron tratadas con Proteinasa K a una concentracién de 1,8 ug, a
una temperatura de 70°C durante 10 minutos. Posteriormente, se adicioné 1 mL de TRIzoly 2
ug de glicégeno, se agitd e incubd a temperatura ambiente por 3 minutos. Seguidamente, se

incorporaron 220 uL de cloroformo a la mezcla y se agité vigorosamente durante 15 segundos,
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seguido de una incubacion a temperatura ambiente durante 3 minutos. La mezcla se centrifugé
a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C. La fase superior (acuosa) se transfirié a un nuevo tubo,
y se agrego isopropanol en una proporcién 1:1. Finalmente, esta nueva solucion se dej6 a -
20°C durante 24 horas. Posteriormente, se centrifugd a 12.000 G durante 10 minutos a 4°C.
Al pellet se le anadié 1 mL de etanol al 75%, se agito utilizando una pipeta y se centrifugé a
7.500 G durante 10 minutos a 4°C. Se elimino el sobrenadante dejando un volumen residual
estandar en el fondo del tubo. El exceso de etanol se evapord durante 12 minutos a
temperatura ambiente bajo campana. Al pellet, se le anadié 35 uL de agua libre de nucleasas
para rehidratar el pellet y se incubé a 60°C durante 10 minutos. La concentracién y pureza de
las muestras de RNA se evaluaron por metodologia de espectrofotometria en equipo

NanoQuant de la marca Tecan (Untersbergstr, Austria).

Sintesis de cDNA:

La sintesis de cDNA se realizé a partir de 1 microgramo de RNA, utilizando el kit miRNA 1st-
Strand cDNA Synthesis de Agilent Technologies (Santa Clara, Estados Unidos), de acuerdo
con las indicaciones del ensayo. El primer paso consistio en la poliadenilacién de los miRNAs
y el segundo paso en la sintesis de la hebra de cDNA, de acuerdo con siguiente protocolo de

reaccion:

Tabla N°1: Protocolo de reaccion para la poliadenilacion del RNA extraido.

Paso Tiempo Temperatura
1 30 minutos 37°C
2 5 minutos 95°C
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Luego se sintetizé el cDNA mediante una transcripcion reversa, a partir de 4,0 uL del producto
obtenido en el paso anterior (miRNA poliadenilado, concentracion 1 ug/mL) con los siguientes

tiempos y temperaturas de incubacion:

Tabla N°2: Protocolo de reaccién para la sintesis de cDNA.

Paso Tiempo Temperatura
1 5 minutos 55°C
2 15 minutos 25°C
3 30 minutos 42°C
4 5 minutos 95°C

Al finalizar este proceso se obtuvo un cDNA listo para ser procesado en una RT-qPCR, el cual

se almacend a -20°C hasta su procesamiento.

Ampilificaciéon por PCR en tiempo real:

El cDNA sintetizado de acuerdo con el protocolo anterior, se cuantifico mediante PCR en
tiempo real en un termociclador Agilent AriaMx utilizando SYBR Green a partir de 5 ng de
cDNA en reacciones con los partidores especificos de MystiCq microRNA qPCR Assay Primer
que se visualizan a continuacion en conjunto con el protocolo de ejecucion del gPCR segun

las sugerencias del fabricante:
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Tabla N°3: Tabla resumen de los primers utilizados y el protocolo para g°PCR

Nombre Primer Proveedor Cddigo Protocolo

hsa-miR-29a-3p | Sigma Aldrich | MIMAT0000086 | Pre-incubacion (1 Ciclo):

hsa-miR-33a-3p | Sigma Aldrich | MIMAT0004506 - 2 minutos a 95°C

RNU6-1 Sigma Aldrich | MIRCP00001 Amplificacion (48 Ciclos):

- 5 segundos a 95°C
(Denaturacion)

- 30 segundos a 60°C

(Annealing)

Ademas de lo anterior, se utilizd un Universal Primer provisto en el mismo kit miRNA 1st-Strand
cDNA Synthesis de Agilent Technologies.

A nivel de la RT-qPCR, el control de calidad se realiz6 a través de duplicados de cada una de
las muestras y un blanco sin RNA para evaluar interferentes o contaminacion de reactivos.

La cuantificacién de los miRNAs 29a y 33a se realizé junto con el gen constitutivo RNU6-1 y
se calculd los niveles séricos de estos miRNAs respecto del gen constitutivo RNU6-1 de cada
muestra, a través de la formula 2-2¢t, (26).

Analisis estadistico:

El tamafo de la muestra se calculé utilizando el software G-Power. Se consideré una varianza
de 30% dentro de cada grupo y una diferencia de un 20% entre el grupo normopeso u obeso.
Por lo tanto, para obtener un riesgo de 0.05 (error tipo 1) con un poder de 0.8 (error tipo Il) se
necesito incluir alrededor de 30 sujetos en cada grupo experimental.

La distribucion normal en cada una de las variables fue evaluada mediante prueba de Shapiro-
Wilk. Las diferencias en las variables continuas se calcularon mediante la prueba T-test o

Mann-Whitney dependiendo de la distribucién de los datos. Las variables categéricas se
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analizaron mediante la prueba de la x2. Las correlaciones entre las variables clinicas,
antropométricas (tanto de la madre como del recién nacido) y metabdlicas con los niveles
séricos de miRNAs 29a y 33a circulantes se calculé mediante la prueba Pearson o Spearman.
Para los analisis de correlaciéon los niveles de miRNA fueron Log2-transformed (27). Los
valores se expresaron como mediana (rangos intercuartilicos p25-p75) en tablas y graficos.
Los analisis estadisticos se realizaron con SPSS (version 21.0; SPSS, Chicago, IL) y Prism
GraphPad (version 10.0.2, GraphPad Software, La Jolla, CA). Se considerd estadisticamente

como criterio de significacion un p < 0,05.

8. Resultados

8.1 Caracteristicas maternas:
Los antecedentes clinicos de la poblacién estudiada durante el primer trimestre de gestacion
se muestran en la Tabla N°4. Los grupos fueron comparables en edad al momento del
reclutamiento. Ademas, es importante considerar que la diferencia de peso e indice de masa
corporal entre ambos grupos es estadisticamente significativa, ya que constituye el parametro
de clasificacién por el disefio de este estudio.

Tabla N°4: Datos de las participantes al ingreso del estudio (1° Trimestre)

Parametros Controles (n = 32) Obesas (n = 38) P - values
Edad (Afios) 25+4,6 252145 0,8324
Peso (Kg) 56,8 + 6,6 84,7+85 < 0,0001
Talla (m) 1,57 £ 0,1 1,58 £ 0,1 0,4531
indice de masa 227+14 33,725 0,0010
corporal (Kg/m?)
Edad Gestacional al 10,8 £4,0 95+34 0,3103
reclutamiento

Los valores se expresan en promedio + desviacion estandar. Las diferencias estadisticas se calcularon

mediante pruebas de t-test o Mann Whitney.
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La Tabla N°5 muestra los datos clinicos durante el tercer trimestre de gestacion. Se observa
que se mantuvo la diferencia de peso e indice de masa corporal entre los grupos. La edad
gestacional al momento de la 2° toma de muestra, fueron comparables entre si. La ganancia
de peso entre la primera y segunda toma de muestra (1° trimestre y 3° trimestre), fue mayor

en el grupo control en comparacion a las obesas.

Tabla N°5: Datos de las participantes al 3° Trimestre de gestacion

Parametros Controles (n = 32) Obesas (n = 38) P - values
Peso (Kg) 62,5+ 13,7 90,6 +8,9 0,0001
indice de masa 246 +£6,7 36,1+2,6 <0,0001
corporal (Kg/im?)
Edad Gestacional de 31,725 326+25 0,1501
la 2° toma de muestra
Ganancia de Peso 8,0+3,9 593+44 0,0454

Los valores se expresan en promedio + desviacion estandar. Las diferencias estadisticas se calcularon

mediante pruebas de t-test.

8.2 Caracteristicas Antropométricas de Recién Nacido:
Los antecedentes antropométricos de los recién nacidos, obtenidos al momento del parto, se
visualizan en la Tabla N°6, donde se muestra que existe una mayor proporcién de recién
nacidos de sexo masculino en el grupo control comparado al grupo con obesidad, aunque sin
diferencias estadisticamente significativas. No observamos diferencias en los parametros
antropométricos y edad gestacional de los recién nacidos entre los grupos. Sin embargo, hubo
una mayor prevalencia de niflos nacidos grandes para la edad gestacional en el grupo de

mujeres gestantes con obesidad, la que no alcanzoé significancia estadistica.

24



Tabla N°6: Datos antropométricos y sexo de Recién Nacidos

Parametros Hijos/as de Controles | Hijos/as de Obesas | P - values
(n=32) (n =38)
Sexo 66,67 / 33,33 39,47 /60,53 0,258
(M7F (%))
Peso (Kg) 3,38+0,4 3,568+0,5 0,375
Talla (cm) 49,56 + 1,7 50,14 £ 2,7 0,271
Relacion Peso/Talla 0,069 + 0,01 0,071 £ 0,01 0,140
Circunferencia Craneal 3435+15 34,74 +1,6 0,398
Edad Gestacional de nacimiento 38,8 +1,1 39,0+1.3 0,963
Clasificacion 0/31 25/6,25 0,580
(GEG/PEG (%))

Los valores se expresan en promedio + desviacion estandar. Las diferencias estadisticas se calcularon

mediante pruebas de t-test.

8.3 Determinaciones séricas:

Los niveles de glicemia en ayunas fueron comparables entre los grupos (63,5 + 11,4 vs 66,7 +
10,9; P =0,321).

Al analizar los resultados de las mediciones de las enzimas hepaticas (figura 3), se observa
que los niveles séricos del aspartato aminotransferasa (AST) fueron significativamente
mayores en las mujeres embarazadas con obesidad que en el grupo de mujeres controles
(33,32 UI/L vs 28,43 UI/L, P = 0,004). De manera similar, los niveles de la alanina
aminotransferasa (ALT) también fueron considerablemente mas altos en el grupo de obesas
en comparacion con el grupo control (31,21 UI/L vs 25,38 UI/L, P = 0,020). Sin embargo, en el
caso de la gamma-glutamiltransferasa (GGT) no se observaron diferencias significativas entre
los dos grupos (19,03 UI/L vs 17,63 UI/L, P = 0,347). Estos resultados se visualizan en el

siguiente grafico (figura 3).
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Figura 3. Niveles de Transaminasas en suero en mujeres embarazadas controles y con obesas, durante
3er trimestre de gestacion. A. Concentracion sérica de aspartato aminotransferasa (AST/GOT). B.
Concentracion sérica de alanina aminotransferasa (ALT/GPT) C. Concentracion sérica de gamma-
glutamil transferasa (GGT). Los valores se expresan en promedio + desviacion estandar. Las diferencias
estadisticas se calcularon mediante pruebas de t-test. (*) P < 0,05, (**) P < 0,01, (***) P< 0,001 y ns no

significante.

Se realizé una subdivision de los grupos de estudio por sexo de los recién nacidos, lo que
permitié un analisis mas detallado de los niveles de transaminasas en cada grupo. En términos
generales, tanto en el grupo de recién nacidos de sexo masculino como en el de sexo
femenino, se observé un aumento en los niveles de ALT en el grupo de mujeres con obesidad
en comparacion al grupo control, sin embargo, esta diferencia sélo fue significativa para el
grupo de recién nacidos de sexo masculino (24,24 Ul/L vs 31,73 UI/L, P =0,031). En el caso
de las concentraciones de AST y GGT no mostraron diferencias entre los grupos, de acuerdo

con el sexo del recién nacido. Estos resultados, se observan en los siguientes graficos.
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Figura 4. Niveles de transaminasas en suero en mujeres embarazadas y normopeso durante 3er
trimestre de gestacion, diferenciadas por sexo de los recién nacidos (RN). Los tres graficos superiores
reflejan los resultados de las enzimas aspartato aminotransferasa (AST/GOT), alanina aminotransferasa
(ALT/GPT) y gamma-glutamiltransferasa (GGT) para los recién nacidos de sexo masculino. Los tres
graficos inferiores reflejan los resultados de las enzimas aspartato aminotransferasa (AST/GOT),
alanina aminotransferasa (ALT/GPT) y gamma-glutamiltransferasa (GGT) para los recién nacidos de
sexo femenino. Los valores se expresan en promedio * desviaciéon estandar. Las diferencias
estadisticas se calcularon mediante pruebas de t-test. (*) P < 0,05, (**) P < 0,01, (***) P < 0,001.

27



Los resultados de las mediciones de parametros lipidicos no mostraron diferencias
significativas en los niveles de triglicéridos (P = 0,6241), HDL (P = 0,1023), colesterol total (P
= 0,4246), LDL (P = 0,5527) y VLDL (P = 0,8716) entre el grupo de mujeres controles y las

mujeres embarazadas con obesidad. Los detalles de los resultados se presentan en la figura
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Figura 5. Niveles de Triglicéridos (A), Colesterol Total (B), HDL-colesterol (C), LDL-colesterol (D) y
VLDL-colesterol (E) en suero de mujeres embarazadas. Los valores se expresan en promedio +
desviacion estandar. Las diferencias estadisticas se calcularon mediante pruebas de t-test. (*) P < 0,05,

(**) P < 0,01, (***) P < 0,001 y ns no significante.
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Al analizar por sexo del recién nacido, no se observaron diferencias en ningin parametro del
perfil lipidico en aquellas madres con fetos de sexo masculino. Sin embargo, en el caso de la
concentracion de triglicéridos de recién nacidos de sexo femenino se observé una tendencia
a un aumento en las mujeres con obesidad en comparacion al grupo control (237,9 mg/dL vs

294, 7 mg/dL, P = 0,051). Estos resultados, se observan en los graficos de la figura 6.
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Figura 6. Niveles de triglicéridos en suero de mujeres embarazadas durante 3er trimestre de gestacion,
diferenciadas por sexo de los recién nacidos (RN). El grafico a la izquierda refleja la concentracion de
triglicéridos para los recién nacidos de sexo masculino. El grafico de la derecha refleja la concentracion
de triglicéridos para los recién nacidos de sexo femenino. Los valores se expresan en promedio *

desviacion estandar. Las diferencias estadisticas se calcularon mediante pruebas de t-test.
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8.4 gPCR:

No se observaron diferencias significativas en los niveles séricos del miRNA-29a y miRNA-33a

entre mujeres controles y con obesidad. Estos resultados se muestran en la figura 7.
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Figura 7. Niveles séricos de miRNA-29a y miRNA-33a en suero de mujeres embarazadas durante 3er
trimestre de gestacion. El grafico a la izquierda refleja los niveles de miRNA-29a obtenidos respecto del
gen constitutivo RNU6G-1 a través de la férmula 27°P¢t, E| grafico de la derecha refleja los niveles de
miRNA-33a obtenidos respecto del gen constitutivo RNUG6-1 a través de la formula 27P¢t Los valores
se expresan en promedio *+ desviacion estandar. Las diferencias estadisticas se calcularon mediante

pruebas de t-test.

8.5 Correlaciones entre variables:

Se observo una correlacion negativa entre los niveles de AST/GOT de las madres y la relacion
peso/talla de los recién nacidos en el grupo control (r = -0,377, P=0,033),lo que no se observd

en el grupo de mujeres con obesidad (figura 8).
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Figura 8. Correlacion entre los niveles séricos de aspartato aminotransferasa (AST/GOT) en mujeres
embarazadas vs la relacion peso/talla de los recién nacidos. El grafico a la izquierda refleja la correlacion
del grupo de mujeres control. El grafico a la derecha refleja la correlacion del grupo de mujeres con

obesidad. La correlacion se evalué mediante prueba de Pearson.

En el grupo de madres con obesidad se encontr6 una correlacion positiva, estadisticamente
significativa (r = 0,363, P = 0,038) entre los niveles séricos de miRNA-33a y la actividad de la

transaminasa ALT, lo que no fue observado en el grupo de mujeres control (figura 9).
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Figura 9. Correlacién entre los niveles séricos de miRNA-33a con los niveles séricos de alanina
aminotransferasa (ALT/GPT) en mujeres embarazadas. El grafico a la izquierda refleja la correlacion
del grupo de mujeres control. El grafico a la derecha refleja la correlacion del grupo de mujeres con
obesidad. Los niveles de miRNA fueron log2-transformed. La correlacion se evalué mediante prueba de

Pearson.
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Ademas, se evaluaron las correlaciones entre los niveles de miRNA-29a y las concentraciones
de transaminasas (AST/GOT, ALT/GPT y GGT). Se identificé una correlacion positiva de los
niveles de miRNA-29a con AST (r = 0,143, P = 0,036) (figura 10) y ALT (r = 0,132, P = 0,044)
(figura 11) en el grupo control y con GGT (r = 0,445, P = 0,006) en el grupo de mujeres con

obesidad (figura 12).
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Figura 10. Correlacion entre los niveles séricos de miRNA-29a con los niveles séricos de aspartato
aminotransferasa (AST/GOT) en mujeres embarazadas. El grafico a la izquierda refleja la correlacion
del grupo de mujeres control. El grafico a la derecha refleja la correlacion del grupo de mujeres con

obesidad. Los niveles de miRNA fueron log2-transformed. La correlacion se evalué mediante prueba de

Pearson.
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Figura 11. Correlacion entre los niveles séricos de miRNA-29a con los niveles séricos de alanina
aminotransferasa (ALT/GPT) en mujeres embarazadas. El gréfico a la izquierda refleja la correlacion
del grupo de mujeres control. El grafico a la derecha refleja la correlacion del grupo de mujeres con
obesidad. Los niveles de miRNA fueron log2-transformed. La correlacion se evalué mediante prueba de

Pearson.
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Figura 12. Correlacion entre los niveles séricos de miRNA-29a con los niveles séricos de gamma
glutamiltransferasa (GGT) en mujeres embarazadas. El grafico a la izquierda refleja la correlacion del
grupo de mujeres controles. El grafico a la derecha refleja la correlacion del grupo de mujeres con

obesidad. Los niveles de miRNA fueron log2-transformed. La correlacion se evaludé mediante prueba de
Pearson.

Finalmente, el miRNA-33a se correlacion6 positivamente con la ganancia de peso materna
entre el primer y tercer trimestre de gestacion solo en el grupo de mujeres con obesidad (r =
0,363, P = 0,038) (Figura 13). Mientras que el miRNA-29a no se asocidé a ganancia de peso

en ninguno de los dos grupos estudiados (Tabla N°7).
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Figura 13. Correlacién entre los niveles séricos de miRNA-33a con la ganancia de peso entre el primer
y tercer trimestre de gestacién. El grafico a la izquierda refleja la correlacién del grupo de mujeres
controles. El gréafico a la derecha refleja la correlacion del grupo de mujeres con obesidad. Los niveles

de miRNA fueron log2-transformed. La correlacion se evalué mediante prueba de Pearson.
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Ademas de las correlaciones estadisticamente significativas mostradas en las figuras anteriores,

se incluye en la siguiente tabla un resumen de aquellas asociaciones que no alcanzaron
significancia estadistica. Estos hallazgos, aunque no presentaron una relacion
estadisticamente significativa (P > 0,05), aportan informacién relevante sobre la ausencia de
una conexion directa entre las variables estudiadas.

Tabla N°7: Correlaciones entre variables no significativas estadisticamente (P > 0,05)

Variables Correlacionadas Valores r P — values
Niveles de ALT/GPT v/s Peso/Talla del grupo control 0,014 0,519
Niveles de ALT/GPT v/s Peso/Talla del grupo obesidad 0,013 0,490
Niveles de GGT v/s Peso/Talla del grupo control 0,021 0,420
Niveles de GGT v/s Peso/Talla del grupo obesidad 0,001 0,843
Niveles de AST/GOT v/s Niveles de miRNA-33a grupo control 0,001 0,860
Niveles de AST/GOT v/s Niveles de miRNA-33a grupo obesidad 0,026 0,366
Niveles de GGT v/s Niveles de miRNA-33a grupo control 0,008 0,657
Niveles de GGT v/s Niveles de miRNA-33a grupo obesidad 0,004 0,733
Niveles de AST/GOT v/s Niveles de miRNA-29a grupo obesidad 0,000 0,947
Niveles de ALT/GPT v/s Niveles de miRNA-29a grupo obesidad 0,014 0,492
Niveles de GGT v/s Niveles de miRNA-29a grupo control -0,134 0,469
Niveles de miRNA-33a v/s Ganancia de peso grupo control 0,317 0,123
Niveles de miRNA-29a v/s Ganancia de peso grupo control 0,000 0,992
Niveles de miRNA-29a v/s Ganancia de peso grupo obesidad 0,002 0,776

El valor r corresponde al coeficiente de correlacion que cuantifica la intensidad de la relacién lineal entre
las dos variables en el analisis de correlacion. EI P — value representa probabilidad de observar un
coeficiente de correlacion distinto a cero en los datos de la muestra analizada. La correlacion se evalud

mediante prueba de Pearson.
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9. Discusiéon

El objetivo principal de esta investigacion fue estudiar los niveles séricos de los miRNAs 29a
y 33a durante el tercer trimestre de gestacion en mujeres con obesidad en comparaciéon a
mujeres de peso normal, y correlacionarlos con parametros bioquimicos de funcién hepatica
maternos y datos antropométricos del recién nacido. Ademas, se evalué la concentracién de
transaminasas hepaticas (AST/GOT, ALT/GPT y GGT) y del perfil lipidico materno, de acuerdo
con el dimorfismo sexual del recién nacido.

Los resultados muestran un aumento de AST/GOT y ALT/GPT en mujeres embarazadas con
obesidad, comparadas a las de peso normal (figura 3). Estos hallazgos podrian asociarse con
algun grado de alteracién o estrés hepatico en las mujeres con obesidad, ya que los niveles
de estas enzimas aumentan cuando ocurre destruccion de los hepatocitos, provocando la
liberacion de dichas enzimas a la circulacion. Este fendmeno podria ser consecuencia de un
aumento del estrés oxidativo e inflamacion debido a los desérdenes metabdlicos asociados
con la obesidad.

Por otro lado, los niveles de GGT, que fueron similares entre los grupos (figura 3), podria
sugerir que no hay diferencias en la funcién biliar y del metabolismo de las grasas producto
de la obesidad en esta etapa de la gestacion. En este sentido, podriamos inferir que la
obesidad no induce cambios en la concentracion de GGT durante la gestacion, o bien que los
posibles efectos estén atenuados por los cambios fisioldégicos propios de este periodo (28).
Estos resultados poseen importantes implicancias, tanto en el contexto del embarazo como en
la salud hepatica materna, ya que las posibles consecuencias de un estrés hepatico durante
el embarazo podrian manifestarse en la etapa posterior al parto, evolucionando hacia una
progresion de esta alteracion hepatica, asociada a inflamacién sostenida del higado en la

madre y posibles patologias relacionadas.
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Sin embargo, no podemos descartar que la relacién entre la obesidad y elevados niveles de
transaminasas se asocien a alteraciones relacionadas con otros factores metabdlicos o
inflamatorios que no se analizaron en el presente proyecto, y que deberian ser incluidos en
futuras investigaciones. En este sentido, estudios previos han reportado que adiponectina y
TNF-alfa varian su concentracion en circulaciéon en presencia de dafo hepatico. La
adiponectina, cuya accion es antiinflamatoria, interactia con los receptores en el hepatocito
para inhibir la respuesta a los acidos grasos, lo que deriva en la inhibicién de la acumulacion
de grasa intrahepatica. EI TNF-alfa, molécula proinflamatoria, ejerce un efecto contrario,
participando en el reclutamiento de células inflamatorias con consecuencias en dafo tisular
(29).

Los niveles séricos del miRNA-29a y 33a no mostraron diferencias significativas debido a la
obesidad en mujeres gestantes, en comparacion al grupo de mujeres de peso normal (figura
7). En el grupo con obesidad, la correlacion positiva de los niveles séricos del miRNA-33a con
los niveles de ALT/GPT (figura 9), y de los niveles séricos de miRNA-29a con GGT (figura 12),
sugieren una posible asociacion entre los niveles circulantes de estos miRNAs como
marcadores de la funcién del higado materno, en condiciones de obesidad. A pesar de que
GGT no es un marcador especifico de dafio hepatico, se ha observado que un aumento de su
actividad predice el desarrollo de EHGNA. Por su parte, el miRNA-29a posee un efecto
protector, pues su sobreexpresién inhibe la metilacién del DNA y participa en la neutralizacion
del estrés oxidativo (18), aliviando la progresion de la EHGNA. Por lo tanto, se propone la
utilidad del miRNA29a como un biomarcador, tanto del diagnéstico de EHGNA como de la
progresion de la enfermedad (14).

Por el contrario, se ha descrito que el miRNA-33a tiene un rol deletéreo en el contexto de la
EHGNA, ya que se relaciona estrechamente con factores de transcripcion que participan en la
regulacion de la homeostasis de acidos grasos y colesterol (20). Antecedentes han

demostrado que la expresion del miRNA-33a se asocia con la expresion de SREBP-1y -2 que
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son factores de transcripcién que regulan la sintesis de lipidos y esteroides en el metabolismo.
SREBP-1 se centra mas en la sintesis de acidos grasos, mientras que SREBP-2 esta mas
vinculado a la biosintesis del colesterol. Esto es regulado, entre otros factores, por la presencia
de resistencia a la insulina, condicidon que tiene un papel causal en la patogénesis de la
EHGNA vy del estado metabdlico (22). En el grupo con obesidad, la asociacién positiva ente
miRNA-33a y la ganancia de peso materna sugiere que, a pesar del control metabdlico que
tienen durante el embarazo, las mujeres con obesidad son mas susceptibles al dafio hepatico
que las controles, dado su estado nutricional previo a la gestacion.

Aunqgue numerosos estudios indican que la obesidad se asocia con cambios en el metabolismo
lipidico, en el presente estudio no encontramos diferencias en el perfil lipidico entre las mujeres
gestantes con obesidad y de peso normal. En este sentido, es interesante notar que el grupo
con obesidad tuvo una menor ganancia de peso durante la gestacion que el grupo control
(tabla N°5), lo que podria explicar que los perfiles lipidicos sean comparables entre los grupos
(figura 5). La menor ganancia de peso de las mujeres con obesidad podria deberse a una
mayor supervision y consejeria nutricional en esas pacientes. Esta observacion destaca la
importancia de un seguimiento prenatal adecuado, independientemente del peso inicial de la
madre, para garantizar un embarazo saludable y, asi evitar empeorar condiciones metabdlicas
que provoquen complicaciones materno-fetales, tal como lo sugieren las guias de nutricién y
alimentacion en las gestantes, propuestas por el Departamento de Nutricion y Alimentos del
Ministerio de Salud de Chile (30).

En los ultimos afios, multiple evidencia ha mostrado que el sexo del recién nacido podria incidir
en el control metabdlico materno. Por esta razon, los datos se analizaron considerando el sexo
del recién nacido. Se observdé que las madres con obesidad y fetos de sexo masculino
presentaron niveles de ALT/GPT mas elevados que su contraparte del grupo control (figura 4).
Por otro lado, observamos que las madres de fetos de sexo femenino del grupo con obesidad

mostraron una fuerte tendencia a presentar mayores niveles de triglicéridos que las madres
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controles con fetos de sexo femenino (figura 6). Este fendmeno podria estar relacionado a un
control metabdlico diferente de las mujeres de acuerdo, asociado a un dimorfismo sexual de
sus hijos, ya que se ha visto que, durante la mitad de la gestacién, las mujeres con fetos
femeninos manifiestan una mayor resistencia a la insulina que las madres de fetos masculinos
(31). Mientras que, otro estudio plantea todo lo contrario, es decir, ha expuesto que al inicio de
la gestacion las mujeres con fetos femeninos presentan menor resistencia a la insulina (32).
Aunque aparentemente estos antecedentes parecen discordantes, destacan la importancia del
sexo del feto en el desarrollo de la condicién metabdlica de la madre.

Finalmente, la asociacion entre los niveles séricos de AST/GOT en las madres controles y el
peso/talla de sus recién nacidos (figura 8) revelan una estrecha relaciéon entre los marcadores
bioquimicos hepaticos de las madres y el estado nutricional de sus bebés al nacer, subrayando
la importancia de comprender como la salud materna puede influir en el crecimiento y
desarrollo fetal. Este vinculo entre los niveles de AST/GOT vy los parametros antropométricos
de los recién nacidos evidencia la participacion de posibles factores determinantes en el

contexto de la salud materna y la salud neonatal en la poblacién estudiada.

Limitaciones

Nuestro estudio analizé los niveles séricos de miRNA en un solo momento de la gestacion, por
lo que seria valioso realizar estudios longitudinales para comprender mejor la dinamica de los
cambios en los niveles de miRNAs y otros marcadores a lo largo del embarazo. Esto podria
proporcionar informaciéon mas precisa sobre cuando y como estos marcadores podrian ser
mas utiles en la prediccion y el monitoreo de la EHGNA. Por otro lado, s6lo se incluyeron dos
miRNAs. En este sentido, se podria incluir otros que han mostrado una alta expresién en el

higado como es miRNA-122a, el cual se podria utilizar como control en futuras investigaciones.
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Fortalezas

Este estudio abordé multiples aspectos de la salud materno-infantil, incluyendo parametros
antropométricos de los recién nacidos, marcadores bioquimicos maternos y niveles de
miRNAs. Esta aproximacion integral proporciona una vision completa y detallada de la relacion
entre la salud materna y el desarrollo fetal. Al utilizar los niveles de miRNAs como un marcador
de funcion hepatica, esta investigacion podria servir como antecedente para un futuro analisis
con aplicaciones clinicas, ya que proporciona una herramienta potencialmente util para la
detecciéon temprana de problemas hepaticos en mujeres embarazadas y, en consecuencia,

una atencion prenatal mas precisa.
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10. Conclusion

Se observé un aumento significativo en las enzimas hepaticas, AST y ALT, en el grupo con
obesidad en comparacion con las mujeres normopeso, indicando posibles signos de estrés
hepatico. Esta elevacion puede estar relacionada con la destruccién de hepatocitos,
inflamacién y estrés oxidativo, lo que subraya la necesidad de una atencion prenatal mas
precisa y seguimiento de la funcién hepatica en este grupo de mujeres.

En cuanto a los miRNAs 29a y 33a, aunque no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos, se observé una correlacion positiva entre sus niveles y las enzimas hepaticas GGT
y ALT en el grupo con obesidad. Lo anterior, sugiere una posible asociacion entre estos
miRNAs y la funcién hepatica materna en condiciones de obesidad.

Ademas, se observaron diferencias significativas en las enzimas hepaticas y los triglicéridos
en funcién del sexo del feto. Las madres con obesidad y un feto de sexo masculino presentaron
niveles mas altos de ALT, mientras que las madres de fetos de sexo femenino en el grupo de
mujeres con obesidad manifestaban niveles de triglicéridos mas elevados,
independientemente del peso o talla del recién nacido. Este fendbmeno enfatiza el papel del
sexo fetal en las adaptaciones metabdlicas de la madre.

En resumen, esta investigacion destaca la importancia de evaluar la funcién hepatica materna
y su impacto en la salud materno-infantil, particularmente en el contexto de la obesidad
gestacional. Los resultados demuestran la necesidad de un monitoreo temprano y preciso de
la funcion hepatica en mujeres embarazadas con obesidad siguiendo pautas nutricionales y
ginecologicas de nuestro pais y sugieren el potencial de los miRNAs 29a y 33a como
marcadores clinicos utiles. Estos hallazgos ofrecen una base soélida para futuras
investigaciones y la posibilidad de mejorar la atencién médica de mujeres embarazadas y sus

recién nacidos.
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12. Anexos

Tabla N*1

Protocolo N°1

Protocolo N°2

Protocolo N°3

Protocolo N°4

Extraccion en
Columnas (Kit
Marca Zymo)

Se utilizé una
proporciéon 1:3 de
suero y TRIzol y 60
uL de cloroformo
para conseguir la
fraccion liquida de la
mezcla que contiene
el RNA.

Luego a través de la
columna se hicieron
lavados con etanol y
con los Buffers de
Pre-lavado y Lavado.
Ademas, se usO
DNAsa | previo a la
elucion de los
microRNAs con agua
libre de nucleasas.
Finalmente, se midi6
la concentracion en
Espectrofotometro

NanoQuant.

Extraccién en
Columnas (Kit
Marca
Thermofisher)

Se utilizé una
proporcion 1:9 de
suero y TRIzol con
200 uL de
cloroformo para
conseguir la
fraccion liquida que
contiene el RNA.

Luego se hizo
lavado con etanol
puroy se llevé a las
columnas para
realizar lavados
con un Buffer de
lavado y
posteriormente

eluir el contenido
retenido con Buffer

de Elucion provisto

en el kit.
Finalmente, se
midié la

concentracién en
Espectrofotometro

NanoQuant.

Extraccion Mixta

Extraccion con

(Columnas + Método

Método Convencional

Convencional)

Se realizo la
extraccion
combinando el método
de extraccion
convencional
agregando 10 uL
Proteinasa K a 100 uL
de suero, 1.000 uL de
TRIzol y 220 uL de
cloroformo para
conseguir la fraccion
liguida de la mezcla
que contiene el RNA 'y
se afiadid el mismo
volumen de
isopropanol, dejando
la solucién a -20°C.

El segundo dia se
realizaron lavados con
alcohol al 75%
utilizando columnas y
eluyendo el RNA con
agua libre de
nucleasas.
Finalmente, se midié la
concentracion en
Espectrofotometro

NanoQuant.

(Dos dias)

Se utilizé una
proporcion  1:10 de
suero y TRIzol junto con
10 uL de Proteinasa Ky
220 uL de cloroformo
para conseguir la
fraccion liquida de la
mezcla que contiene el
RNA y se afadio el
mismo  volumen de
isopropanol, dejando la
solucion a -20°C.

El segundo dia se
realizaron lavados con
alcohol al 75% y se
rehidrato el pellet
obtenido con agua libre
de nucleasas.
Finalmente, se midio la
concentracion en
Espectrofotometro

NanoQuant.
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Tabla N°2

Los resultados promedios de concentraciones y ratios obtenidos a través de cada protocolo

fueron:
Parametro Protocolo N°1 Protocolo N°2 Protocolo N°3 Protocolo N°4
(n=10) (n=4) (n=10) (n=20)
Concentracion 4,82 +8,75 12,69 * 16,52 9,89 +5,19 438,74 + 240,42
Ng/uL)
Ratio 1,10 £ 0,74 2,61+4,44 1,51 +0,32 1,26 + 0,06

Para poder cuantificar la abundancia de los miRNAs presentes en las muestras, se midio el

RNA extraido del suero sanguineo de las pacientes controles y obesas. En ese sentido, se

recuperd 1.006 ng de RNA [462 — 1.550] de las muestras de controles y 948,8 ng de RNA

[483,8 — 1.483,8] de las muestras de obesas. El resumen de los resultados obtenidos respecto

de concentracion de RNA 'y su relacién 260/280 de absorbancias se muestran en la Tabla N°3.

Tabla N°3

Los Valores obtenidos en la medicién espectrofotométrica del RNA extraido siguiendo el

protocolo seleccionado fueron:

Parametros Controles Obesas
Absorbancia 260 12+0,7 1,2+0,6
Absorbancia 280 0,9+0,6 0,9+0,5

Concentracion de RNA (ng/ulL) 1.006 + 544 984,8 + 501
Relacion 260/280 1,3+0,1 1,2+0,1
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Figura 1. Se muestra un esquema resumen de la metodologia realizada en esta investigacion. Se estudiaron
mujeres embarazadas con obesidad gestacional y de peso normal, en todas ellas se consignaron determinaciones
antropométricas y se tomé una muestra sanguinea en el tercer trimestre de la gestacion. La muestra sanguinea se
proceso para el analisis bioquimico (glucosa, perfil lipidico y perfil hepatico) y para el andlisis molecular (miRNA-
29a y miRNA-33a) a través de RT-qPCR. También se registraron los datos del recién nacido al término del

embarazo.

48



49



UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

SADSUMAD O MIDIOMA

ACTA DE APROBACION DE PROYECTO

(Documento en version 3.1 corregida 17.11.2020)

Con fecha 01 de agosto de 2023, el Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de la
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, integrado por los siguientes miembros:

Dra. Lucia Cifuentes O., Médico Genetista, Profesor Titular, Presidenta

Dra. Maria Angela Delucchi B., Médico Pediatra Nefrélogo, Profesor Titular

Sra. Claudia Marshall F., Educadora, Representante de la comunidad

Dra. Gricel Orellana V., Médico Neuropsiquiatra, Profesor Asociado

Prof. Julieta Gonzalez B., Bidloga Celular, Profesor Asociado

Dra. Maria Luz Bascufian R., Psicéloga PhD, Profesor Asociado

Sra. Karima Yarmuch G., Abogada, Direccion Juridica, Facultad de Medicina

Srta. Javiera Cobo R., Nutricionista, Secretaria Ejecutiva

Prof. Verdnica Aliaga C., Kinesiologa, Magister en Bioética, Profesor Asociado

Dr. Dante Caceres L., Médico Veterinario, Doctor en Salud Publica, Profesor Asociado
Dra. Yalda Lucero, Médico Pediatra, Doctorada en Ciencias Médicas, Profesor Ayudante

Ha revisado el Proyecto de Investigacion titulado: “ANALISIS DE LOS NIVELES SERICOS
DE MICRORNAS 29a y 33a EN MUJERES EMBARAZADAS CON OBESIDAD Y SU
RELACION CON PARAMETROS ANTROPOMETRICOS DEL RECIEN NACIDO”. Cuyo
investigador Responsable es el Dr. Manuel Maliqueo, quien desarrolla labores en el
Departamento de Medicina Interna Occidente, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

El Comité reviso los siguientes documentos del estudio:

Proyecto de pregrado de la carrera de Tecnologia Médica

Curriculum Vitae de los investigadores

Carta Compromiso del investigador

Carta de autorizacién para uso de laboratorio, Dr. Nicolas Crisosto, Jefe Laboratorio de
Endocrinologia y Metabolismo, Facultad de Medicina Occidente, Universidad de Chile,
de fecha 22 de mayo de 2023

El proyecto y los documentos sefialados en el parrafo precedente han sido analizados a la luz
de los postulados de la Declaracién de Helsinki, de las Pautas Eticas Internacionales para la
Investigacion Biomédica en Seres Humanos CIOMS 2016, y de las Guias de Buena Practica
Clinica de ICH 1996.

011AG0|2023

Teléfono: 29789536 - Email: ceish.r.___._ . __



UNIVERSIDAD DE CHILE - FACULTAD DE MEDICINA
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

SADSUMAD O MIDIOMA
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Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se ha pronunciado de la siguiente manera
sobre los aspectos del proyecto que a continuacion se senalan:
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b) Utilidad del proyecto: Evaluar niveles de microRNAs en muestras de suero de mujeres
gestantes, los que pueden ser Utiles como biomarcadores de enfermedad de higado graso
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