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RESUMEN

ABSTRACT

Antecedentes: La edad maternay paterna son factores exter-
nos que pueden determinar el fenotipo del individuo en de-
sarrollo. Objetivo: Evaluar las implicaciones de la edad avan-
zada de los padres sobre los cambios metabdlicos, oxidativos
y enddcrinos en la descendencia. Materiales y métodos: Se
emplearon ratas Wistar distribuidas en: a) hembras jévenes de
120 dPN (dias posnatales) apareadas con machos de 120 dPN
(edad maternay paterna 6ptima [EMPO]); b) hembras de edad
avanzada de 360 dPN apareadas con machos de 120 dPN
(edad materna avanzada [EMA]), y ) machos de 360 dPN apa-
reados con hembras de 120 dPN (edad paterna avanzada
[EPA]). Resultados: Al final de la lactancia, las madres EMA
presentaron mayor indice de adiposidad (IA), leptina, glucosa,
insulina, HOMA-IR, triglicéridos, malondialdehido (MDA) y
progesterona en comparacién con las madres EMPO y EPA. A
los 110 dPN, las crias macho EMA y EPA tuvieron mayor IA,
leptina, triglicéridos, MDA y testosterona, y solamente insuli-
na y HOMA-IR en EMA con respecto a EMPO; sin alteraciones
en las hembras. Conclusion: La edad avanzada de los padres
impact6 negativamente en el metabolismo de lipidos y glu-
cosa por la via materna y solo de lipidos por la via paterna, de
manera especifica para cada sexo en la descendencia.

Palabras clave: Edad materna. Edad paterna. Envejecimiento.
Etapas del desarrollo. Programacion. Respuestas adaptativas.

Background: Maternal and paternal ages are external fac-
tors that can influence the developing individual’s pheno-
type. Objective: To evaluate the effects of parental age on
metabolic, oxidative, and endocrine alterations in the off-
spring. Materials and methods: Wistar rats were distribut-
ed in: a) young females of 120 PNd (postnatal days) mated
with males of 120 PNd (optimal maternal and paternal age
[EMPOQ]); b) elderly females of 360 PNd mated with males of
120 PNd (advanced maternal age [EMA]), and c) males of
360 PNd mated with females of 120 PNd (advanced paternal
age [EPA]). Results: At the end of lactation, EMA mothers
exhibited greater adiposity index (Al), leptin, glucose, insu-
lin, HOMA, triglycerides, malondialdehyde (MDA) and pro-
gesterone than EMPO and EPA mothers. At 110 PNd, the
EMA and EPA male offspring had higher Al, leptin, tri-
glycerides, MDA and testosterone, and only insulin and
HOMA in EMA with respect to EMPO; no alterations were
observed in females. Conclusions: The advanced age of the
parents had a sex-specific effect on the offspring’s metabo-
lism of lipids and glucose through the maternal line and
solely lipids through the paternal line.

Keywords: Maternal age. Paternal age. Aging. Develop-
ment stages. Programming. Adaptive responses.
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INTRODUCCION

El crecimiento y desarrollo fetal y neonatal consti-
tuyen periodos de mas plasticidad celular', y son
influenciados por los genes y la exposicion a fac-
tores ambientales en que se desarrolla el indivi-
duo?. De estas evidencias surge el término «pro-
gramacién del desarrollo» o actualmente «los
origenes del desarrollo de la salud y la enferme-
dad» (DOHaD, por sus siglas en inglés), que propo-
ne que la fisiologia y el metabolismo fetal y neo-
natal pueden ser alterados durante periodos
criticos del desarrollo como son el embarazo y la
lactancia, incrementando en la descendencia la
probabilidad de desarrollar enfermedades crénicas
no transmisibles en la vida adulta3. Dentro de los
factores principales que afectan la programacién
del desarrollo tenemos: la exposicion fetal a gluco-
corticoides, malnutricién o sobrealimentacion ma-
terna, restriccion del flujo Utero-placentario y dia-
betes gestacional, entre otras* siendo el estrés
oxidante, aumento de las especies reactivas de
oxigeno (ERO), uno de los mecanismos modulado-
res de dichas alteraciones®.

El suministro de nutrientes al feto es la principal
influencia que regula su crecimiento y depende en
gran medida del estado de salud de la madre, es-
tado enddcrino y alimentacion durante el embara-
zo, sin embargo, la edad materna también es un
factor que modifica el fenotipo en la descenden-
cia®. En las ultimas décadas se ha observado que
debido a diferentes causas las mujeres han poster-
gado el embarazo, lo cual ha llevado a tener mayor
numero de madres gestantes en edad materna
avanzada’. Las complicaciones asociadas a la edad
materna avanzada pueden dividirse en maternas y
fetales?, dentro de las cuales tenemos mortalidad
materna, hipertension, diabetes gestacional, abor-
to espontaneo y parto pretérmino, entre otras’?.
Un estudio realizado en placenta de mujeres de-
mostré que la edad avanzada es un factor que in-
crementa el dano oxidativo en la placenta, en com-
paracién con madres de edad éptima, siendo este
un factor que pudiese afectar el adecuado desarro-
llo del producto’®. Estudios con animales de expe-
rimentacién han demostrado que la edad materna
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avanzada modifica el crecimiento fetal e induce
cambios especificos para cada sexo en el fenotipo
de la placenta, debido al incremento en la produc-
cién de las ERO.

Recientemente hemos evaluado los efectos de la
edad materna (etapa de concepcién) sobre el meta-
bolismo y producciéon de hormonas esteroides cir-
culantes en las crias a edad avanzada, ~850 dias
posnatales (dPN). En dicho estudio se abordaron los
efectos de la edad materna y el envejecimiento per
se en la descendencia; interesantemente, observa-
mos que en las crias de madres de edad avanzada
se potenciaron las alteraciones metabdlicas y end6-
crinas de manera especifica para cada sexo'. Las
evidencias anteriormente descritas demuestran que
la edad materna avanzada tiene implicaciones en la
descendencia, sin embargo, deben de ser explora-
dos mas a profundidad, y a su vez es de suma im-
portancia contemplar la edad paterna como un
factor adicional.

Estudios epidemiolégicos han demostrado que la
edad paterna avanzada induce anormalidades ge-
néticas, complicaciones perinatales y desérdenes
del neurodesarrollo en la descendencia tales como:
autismo, esquizofrenia, desorden bipolar y habili-
dades cognitivas'3. Por otro lado, en animales de
experimentacion se ha reportado que la edad pa-
terna avanzada afecta adversamente la salud me-
tabolica e induce déficits de aprendizaje y conduc-
ta exploratoria en la descendencia'®. El presente
estudio nos permitié elucidar si la edad materna o
paterna tienen una importante implicacion sobre
los cambios enddécrinos, metabdlicos y oxidativos
en la descendencia de la rata a una edad adulta
joven.

MATERIALES Y METODOS

Todos los procedimientos involucrados fueron
aprobados por el Comité Interno para el Cuidado
y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran (INCMNSZ) con clave institucio-
nal BRE-2016-20-23-1. Se emplearon ratas de la
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cepa Wistar, las cuales se mantuvieron en el biote-
rio del INCMNSZ bajo temperatura (22-23°C) e ilu-
minacién controlada (luces encendidas de 07:00 a
19:00 horas) y fueron alimentadas durante todo el
experimento con dieta Purina 5001, que tiene un
aporte energético de 3.4 kcal g'. Para evaluar el
efecto de la edad materna y paterna las ratas fue-
ron apareadas a diferentes edades: a) ratas hembra
jovenes de 120 dPN apareadas con machos de 120
dPN (edad materna y paterna 6ptima [EMPQ]); b)
ratas hembra de edad avanzada de 360 dPN apa-
readas con machos de 120 dPN (edad materna
avanzada [EMA]), y ¢) machos de 360 dPN aparea-
dos con hembras de 120 dPN (edad paterna avan-
zada [EPA]). Se realizaron frotis vaginales y el dia
que se observaron espermatozoides se designé
como el inicio de la gestacion. Las crias (F1) se
destetaron a los 21 dPN y se alojaron cuatro ani-
males por caja y se alimentaron con Purina 5001.
Tras seis horas de ayuno, las madres (21 dias lac-
tancia) y las crias macho y hembra F1 (adulto jo-
ven, 110 dPN) de cada camada fueron anestesiados
con isoflurano y posteriormente sangrados por
puncién adrtica para la recoleccién de sangre total
para la obtencién del suero (almacenado a -70°C).
Se diseccionaron y pesaron individualmente los
depdsitos de tejido adiposo para calcular el indice
de adiposidad (lA), el cual se obtuvo mediante la
siguiente férmula: tejido adiposo total (g) / peso
corporal (g) x 100.

Las concentraciones de glucosa, triglicéridos vy
colesterol fueron analizadas mediante método en-
zimatico, empleando el analizador automatico Syn-
chron CX (Beckman Coulter). Las concentraciones
de insulina y leptina en suero se determinaron me-
diante ensayo inmunoenzimatico (ELISA), utilizando
estuches comerciales para ratas de Sigma-Aldrich
(EZRMI-13K) e Invitrogen (KRC2281), respectiva-
mente. El modelo homeostasico (HOMA-IR) se cal-
culé como: [glucosa (mmol/l) x insulina (uU/ml)] /
22.5. Para la lipoperoxidacién, el malondialdehido
(MDA) en suero se determiné mediante el ensayo
de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico. Las
concentraciones hormonales de estradiol (pg/ml) se
cuantificaron utilizando el estuche comercial de ELI-
SA de DRG International, Inc. (EIA-4399) y las de
progesterona (ng/ml) y testosterona (ng/ml) se

cuantificaron utilizando los estuches de Siemens
Immulite/Immulite 1000 Systems (LKPW1 y LKTW1,
respectivamente). El nUmero de madres y crias em-
pleado fue de: EMPONn=11,EMAn=10,EPAn=12.
Se utilizd una cria por sexo de cada camada. Todas
las determinaciones se realizaron por duplicado y
los resultados se promediaron para el analisis esta-
distico.

ANALISIS ESTADISTICO

La prueba de normalidad se realiz6 mediante Kol-
mogorov-Smirnov. Los datos estdn expresados
como media * error estandar (EE). Los resultados
metabdlicos, oxidativos y hormonales tanto en la
madre como en las crias macho y hembras F1 fue-
ron analizados usando un analisis de varianza mul-
tiple de una via (ANOVA) seguida de una prueba de
Tukey, un valor de p < 0.05 fue considerado
estadisticamente significativo. Dado que el peso,
insulina, HOMA-IR y triglicéridos fueron diferentes
en el grupo EMPO entre sexos (p <w 0.05, por t-test),
decidimos Unicamente comparar las respuestas se-
gun la edad materna.

RESULTADOS

Tasa de fertilidad

La tasa de fertilidad de las hembras EMA fue del
50%, mientras que para EMPO y EPA fue del 100%.

Madres al destete

Las madres EMA presentaron mayor ganancia de
peso (Fig. TA), mayor IA (Fig. 1B), incremento en las
concentraciones séricas de leptina (Fig. 1C), glucosa
(Fig. 1D) e insulina (Fig. 1E), asi como aumento en el
indice HOMA-IR (Fig. 1F), triglicéridos (Fig. 2A), sin
cambios en colesterol (Fig. 2B) e incremento de
MDA (Fig. 2C) en comparacion con las madres EMPO
y EPA; con respecto a las hormonas esteroideas, las
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Figura 1. Pardmetros maternos al dfa del destete. A: peso (g). B: indice de adiposidad. C: leptina (ng/ml). Dz glucosa (mg/dl). E: insulina

(uU/ml). F: HOMA-IR. Media +

EE; n = 10-12 madres.

*vs. EMPO. EMPO: edad materna y paterna 6ptima; EMA: edad materna avanzada;

EPA: edad paterna avanzada; EE: error estdndar; HOMA-IR: modelo homeostéasico para evaluar la resistencia a la insulina.
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concentraciones de estradiol se encontraron dismi-
nuidas (Fig. 2D) y la progesterona aumentada (Fig.
2E) en EMA vs. EMPO y EPA respectivamente. No se
observaron diferencias en testosterona (Fig. 2F).

Descendencia

Al nacimiento, el nimero de crias por camada de las
hembras EMA fue de 5-6 y 10-12 crias en las EMPO
y EPA. Alos 110 dPN el peso corporal se incrementé
Unicamente en los machos EMA (Fig. 3A), el IA (Fig.
3B) y la leptina se encontraron incrementados en
EMA 'y EPA con respecto a EMPO (Fig. 3C), sin cam-
bios en las hembras (Fig. 3 D-F). En los machos EMA
no hubo cambios en glucosa (Fig. 4A), pero se in-
crementé la insulina (Fig. 4B) y el HOMA-IR (Fig. 4C)
con respecto a EMPO y EPA; no se encontraron di-
ferencias en las hembras (Fig. 4 D-F). Los triglicéri-
dos se observaron incrementados (Fig. 5A), sin cam-
bio en colesterol (Fig. 5B), y mayor concentracion de
MDA (Fig. 5C) en EMA y EPA con respecto a EMPO;
en las hembras se observaron concentraciones simi-
lares entre grupos (Fig. 5 D-F). En los machos las

concentraciones de testosterona estuvieron dismi-
nuidas en EMA y EPA vs. EMPO (Fig. 6A); sin cambios
en estradiol (Fig. 6B) y progesterona en hembras
(Fig. 6C).

DISCUSION

La mayoria de los estudios relacionados en el drea
de la programacion se han enfocado en la exposi-
cién materna a diferentes desafios durante etapas
tempranas como la gestacién y/o lactancia en la
salud y enfermedad de la progenie en la vida adul-
ta. Sin embargo, pocos estudios han demostrado
que la edad de los progenitores al momento de la
concepcién es un factor que debe ser contemplado
en los estudios de programacion''?, ya que el en-
vejecimiento per se implica una serie de cambios
morfolégicos, enddcrinos y reproductivos'™ 6, El
presente estudio nos permitié evaluar si la edad
materna o paterna tiene una implicacion importan-
te sobre los cambios metabdlicos, oxidativos y en-
décrinos en la descendencia.
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En México, la ultima encuesta nacional de salud (EN-
SANUT 2018) reportd que las mujeres postergan el
momento del embarazo; dicha condicién se consi-
dera de alto riesgo, tanto para la madre como para
el neonato. Recientemente se ha demostrado en
ratas que la edad materna avanzada tiene impacto

en el entorno intrauterino, compromete el creci-
miento fetal e induce cambios en el fenotipo pla-
centario de forma especifica para cada sexo>'%",
Estos cambios divergentes segun el sexo pueden
desempenar un papel importante en la determina-
cién del estado de salud y/o enfermedad de la des-
cendencia®'>",

Durante la gestacion y la lactancia la madre realiza
adaptaciones neuroenddécrinas que se encargan de
regular la fisiologia y homeostasis metabdlica'®. Al
destete, las hembras EMA mostraron incremento en
las concentraciones de progesterona, disminucién en
estradiol, sin cambio en testosterona. La disminucién
de estrégenos maternos antes del embarazo puede
inducir consecuencias no deseadas para las funcio-
nes maternas y placentarias, por ejemplo, el flujo
sanguineo uterino, lo cual puede relacionarse con la
reduccion en la tasa de fertilidad y el nimero de crias
observado. De manera importante, el estradiol pue-
de influir en la regulacion de la capacidad antioxidan-
te del organismo'®, ya que diversos estudios han
sugerido que las hormonas sexuales pueden llegar a
conferir cierta resistencia al estrés oxidante?°. Previa-
mente se ha descrito que la menopausia naturalmen-
te reduce el gasto energético en reposo, e incremen-
ta la adiposidad y la insulina en ayuno, lo cual puede
estar relacionado con una disminucién en los niveles
de estradiol?'. En mujeres posmenopausicas las con-
centraciones de leptina aumentan como consecuen-
cia de la acumulacion del tejido adiposo?2. Con base
en estas evidencias, es posible que la desregulacién
hormonal asociada a la edad avanzada, principal-
mente por la reduccién de los niveles de estradiol,
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contribuya junto con el envejecimiento al aumento
de peso corporal, IA, las alteraciones metabdlicas, asi
como mayor estrés oxidante observado en el grupo
EMA. Haciendo la inspeccién de los resultados exis-
tentes se ha evaluado a nivel metabdlico y enddcrino,
el envejecimiento per se de las crias de madres que
procrearon durante la adolescencia o a una edad
avanzada e interesantemente se encontrd que existe
un envejecimiento prematuro a nivel metabdlico y
enddcrino de manera especifica para cada sexo'22324,

Si bien muchas de las alteraciones metabdlicas ma-
nifestadas en la descendencia han sido atribuidas a
la edad materna, la edad paterna avanzada en el
humano ha sido asociada con la aparicién de leuce-
mia, esquizofrenia, epilepsia y recientemente se ha
asociado con la aparicién a largo plazo de diabetes,
obesidad e hipertensién en su descendencia®. El
presente estudio demuestra que la EPA puede afec-
tar el estado de salud de la descendencia, particu-
larmente la de sexo masculino. Dicha programacion
especifica de sexo sugiere que la edad avanzada es
un factor que contribuye a una mayor predisposi-
cion de las crias macho a desarrollar un fenotipo de
alteraciones que posiblemente conduzca a un en-
vejecimiento prematuro del sistema metabdlico y
reproductivo. Por otra parte, resulté interesante que
las hembras F1 EMA y EPA se vieron protegidas de
presentar alteraciones metabdlicas, oxidativas y en-
décrinas a la misma edad que sus hermanos; sin
embargo, los mecanismos por los cuales se origina
esta proteccion no han sido del todo explorados. Se
ha reportado que las alteraciones en la calidad es-
permatica debido a la excesiva produccion de ERO
y la alteracién de la capacidad antioxidante en el
espermatozoide puede ser uno de los mecanismos
involucrados en la programacion?®, sin embargo, se
necesita explorar los cambios epigenéticos en la li-
nea germinal que conducen a dichas alteraciones.

CONCLUSION

Se puede concluir que el estado de salud y enfer-
medad de la descendencia a lo largo de su vida es
influenciado por la edad de los progenitores, obser-
vandose que el metabolismo de lipidos y glucosa se
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ve afectado por la via materna y el de lipidos solo
por la via paterna, de manera especifica para cada
sexo (Fig. 7), por lo tanto, la edad avanzada de los
padres es un factor que programa el fenotipo de la
descendencia.
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