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1. RESUMEN

Introduccion

El embarazo es un proceso fisiologico complejo que implica cambios anatomicos,
endocrinos, metabdlicos cardiovasculares y respiratorios en la madre, todos dirigidos a sostener
y permitir el adecuado desarrollo del feto. El sistema endocrino juega un papel esencial, con
aumentos progresivos en estrogenos y progesterona, y el desarrollo de la placenta como drgano
endocrino transitorio clave. A nivel metabdlico, se observan adaptaciones como el aumento de
resistencia a la insulina y redistribucion del tejido adiposo, influenciado por hormonas como

leptina, cortisol y relaxina.

El concepto de Edad Materna Avanzada (EMA), se define como ser madre primeriza a
partir de los 35 afios. El aumento de la EMA ha sido significativo en Europa, especialmente en
Espafia, donde la media de edad se sitta en los 32 afios. Este retraso en la maternidad esta asociado

a riesgos aumentados tanto para la madre como el feto, y a cambios en la funcion placentaria.

La placenta, un érgano transitorio que aparece en torno a la segunda semana de embarazo,
actla como barrera entre madre y feto, como via de intercambio entre ellos, y también como
6rgano endocrino. Producira adipoquinas que impactan en el desarrollo placentario y fetal. Estas
moléculas modulan procesos como angiogénesis, respuesta inmune, sefializacion de insulina y
transporte de nutrientes, teniendo implicaciones potenciales en complicaciones del embarazo y
en el desarrollo fetal. Asimismo, este 6rgano sera el encargado de transportar nutrientes al feto en
crecimiento, por lo que una correcta funcion placentaria a este nivel, es clave para la formacion
de nuevos tejidos que afectara de forma directa en el proceso de desarrollo y maduracion de los

Organos Yy sistemas del feto.

Desde el punto de vista nutricional, cabe destacar la importancia de una alimentacion
adecuada en cantidad y calidad durante el embarazo, particularmente en una etapa de alta
demanda fisioldgica. En este sentido, han de tenerse en cuenta macronutrientes, micronutrientes
y el papel de los polifenoles, a fin de conseguir unos requerimientos diarios adecuados en este
proceso. Se considera una etapa de gran plasticidad en la vida tempranay su influencia en la salud
a largo plazo hace que las deficiencias nutricionales pueden impactar directamente en el desarrollo

fetal y en la predisposicion a enfermedades metabdlicas futuras.

La microbiota intestinal, entendiéndose esta como todos los microorganismos que
cohabitan en el intestino tiene funciones clave en la digestidn, el sistema inmunoldgico y hasta en
el estado de &nimo. En el intestino habitan billones de bacterias, principalmente de los grupos

Firmicutes y Bacteroidetes, aunque también hay virus, hongos y arqueas. La microbiota intestinal



ayuda a digerir alimentos, produce energia y sustancias Utiles, protege contra bacterias dafiinas y
regula el sistema inmune. También se comunica con el cerebro a través del llamado eje intestino-
cerebro, influyendo en emociones y salud mental. Un desequilibrio en esta microbiota, conocido
como disbiosis, puede estar relacionado con enfermedades como obesidad, diabetes, depresion y
autismo. Durante el embarazo, la microbiota cambia progresivamente. En los primeros meses es
parecida a la de una mujer no embarazada, pero luego aumenta la cantidad de ciertos microbios
como lactobacilos y proteobacterias, mientras que otros beneficiosos disminuyen. Al nacer, el
bebé entra en contacto con la microbiota de la madre, lo que influira en el desarrollo de su propio

sistema inmune y digestivo.

La programacion metabolica temprana se refiere a como el entorno durante el embarazo,
especialmente la nutricion y las hormonas que recibe el feto, puede modificar la manera en que
se expresan sus genes, sin cambiar su ADN (epigenética). Estos cambios pueden afectar el
desarrollo de érganos y sistemas, y aumentar el riesgo de enfermedades como obesidad, diabetes
o hipertension en la vida adulta. Esta idea, conocida como la hipotesis de Barker, surgié de
estudios que mostraron que la desnutricion durante el embarazo se relaciona con mas
enfermedades en la edad adulta. También se ha visto que estos efectos varian segin en qué
momento del embarazo ocurren. Uno de los 6rganos clave en esta programacion es la placenta,
ya que regula qué nutrientes y hormonas llegan al feto. Si hay complicaciones o situaciones
adversas, como preeclampsia o situaciones estresantes, se puede alterar su funcién. Ademas, la
respuesta de la placenta a condiciones adversas puede ser diferente dependiendo del sexo del feto.
Por ello, situaciones como la EMA puede afectar esta programacion. Las gestantes de mayor edad
tienen mayor riesgo de complicaciones durante el embarazo, como diabetes gestacional,

hipertension o parto prematuro, que influiran en el desarrollo del feto.

Material y Métodos

Para llevar a cabo este estudio, se reclutaron mujeres gestantes en torno a la semana 12
de gestacion durante su visita al ginecélogo de los hospitales Universitarios Virgen de las Nieves
(Granada) y Virgen de la Arrixaca (Murcia), dividiéndolas en dos grupos segun edad: control
(<35 anos) y EMA (=35 afios), con 100 participantes por grupo. El protocolo fue aprobado por
un comité ético y los procedimientos siguieron regulaciones de bioseguridad y proteccion de

datos, asegurando anonimato y consentimiento informado.
Los datos y muestras fueron recogidos en dos fases:

- Primera fase (en el momento del reclutamineto): datos clinicos, muestras de sangre y

heces.



- Segunda fase (en el momento del parto): muestras de sangre, heces, placenta y meconio

de los recién nacidos.

La evaluacién nutricional se llevé a cabo mediante un cuestionario validado de frecuencia de

alimentos (FFQ), analizando macronutrientes, micronutrientes y polifenoles.

Las muestras bioldgicas se procesaron para analisis bioquimicos, perfil de adipoquinas y

expresion génica y proteica.

En placenta se cuantificaron nueve adipoquinas mediante la técnica multiplex Bio-Plex y la
irisina mediante ELISA. También se extrajo ARN Yy posterior retrotranscripcion, para evaluar la
expresion de genes implicados en el transporte de nutrientes. La actividad de estos genes fue
comprobada posteriormente mediante la expresion proteica de los mismos genes analizados

mediante Western-Blot.

Por ultimo, se analizd la microbiota fecal de madres y del meconio de sus recién nacidos
mediante la secuenciacion de las regiones V3-V4 del gen 16S rRNA. La extraccion de ADN se
realizd con el kit QIAamp PowerFecal Pro DNA y el procesamiento (librerias y secuenciacion)
fue llevado a cabo por el Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra”. Las librerias
16S se prepararon siguiendo el protocolo de Illumina con PCR en dos pasos, utilizando primers
especificos para VV3/V4. Para evitar amplificacién de ADN eucariota, se afiadieron bloqueadores
PNAs. Tras la amplificacion, se combinaron triplicados, se indexaron y purificaron las muestras.
Luego se cuantificaron y agruparon para la secuenciacion en un sistema MiSeq® con un cartucho
V3 (2x275 pb).

Resultados y discusion

Los resultados no muestran diferencias significativas entre los grupos en cuanto a
caracteristicas antropométricas de las madres y los recién nacidos, ni en el método de concepcion
0 de parto. Sin embargo, si se observan diferencias notables en la ingesta de nutrientes y su

calidad.

En cuanto a la ingesta de fibra, el grupo EMA mostrd niveles significativamente mas
bajos que el grupo control. También se observaron deficiencias significativas en los niveles de
zinc, cobre, selenio, vitaminas B1, B3, C y acido félico. Aunque en general ambos grupos
estuvieron por debajo de las recomendaciones dietéticas (IDR) para gestantes, el grupo EMA

present(') mayores carencias.



Respecto a los polifenoles, no hubo diferencias significativas en la ingesta total, pero si
en subgrupos: las embarazadas EMA consumieron méas antocianinas, flavonoles, flavonas e
hidroxifenilpropenos. Esto podria tener implicaciones antioxidantes y metabdlicas relevantes en

este grupo.

Las correlaciones llevadas a cabo para encontrar asociaciones entre la alimentacion y las
caracteristicas antropométricas del recién nacido, mostraron una relacién negativa entre el

consumo de fibra y el perimetro cefélico del neonato.

Estos resultados sugieren que la edad materna avanzada podria estar asociada a una menor
calidad en la dieta, lo que se refleja en menores niveles de nutrientes esenciales. A pesar de no
observarse diferencias fenotipicas significativas en el recién nacido, estas deficiencias
nutricionales podrian tener efectos a largo plazo en la salud del neonato y su desarrollo
metabolico.

En cuanto al perfil de adipoquinas en placentas de madres EMA, la insulina aumentd
(particularmente en varones), el glucagén disminuy6 y el GLP-1 no varié. La resistina fue menor
en el grupo EMA, mientras que el GIP se relacion6 con peso y perimetro cefalico en varones
EMA. La visfatina aumenté en EMA y se asocid negativamente con el perimetro cefélico en
nifias. La leptina disminuyd en EMA y en varones, correlacionandose negativamente con el
perimetro cefalico. La irisina se relaciond positivamente con la longitud neonatal en varones
control, y el PAI-1 disminuy6 en EMA, lo que podria afectar la funcion placentaria. En conjunto,
los resultados sugieren que la EMA altera la funcion placentaria de forma dependiente del sexo

fetal, con posibles consecuencias en la salud neonatal.

Se analiz6 la expresion génica y proteica de transportadores placentarios en funcion de la
edad materna avanzada (EMA) vy el sexo fetal. Aunque no hubo diferencias significativas en
varios transportadores, se observo que el gen SNAT1, crucial para el transporte de aminoacidos,
tenia una expresion menor en mujeres con EMA, especialmente en fetos masculinos. Ademas, los
fetos femeninos del grupo control mostraron una mayor expresion de genes como CD36, DMT1,

FABP4 y LAT1, lo que sugiere una mayor eficiencia en el transporte de nutrientes.

Para complementar estos resultados, se analizd la expresion proteica de los mismos
transportadores. Los hallazgos mostraron que DMT1 y SNAT1 tenian niveles proteicos mayores
en el grupo EMA, lo que contrastaba con los resultados de la expresion génica, donde SNAT1 fue
mayor en el grupo control. Esta discrepancia podria explicarse por mecanismos post-
transcripcionales, como la regulacién por microARNSs, o por una mayor estabilidad proteica y
eficiencia traduccional en el grupo EMA. Ademas, el estrés oxidativo o la alteracién en la

maquinaria de degradacion proteica en el grupo EMA podrian favorecer la acumulacion de



proteinas. Estos resultados sugieren que la placenta en embarazos de EMA podria adaptar su
expresion proteica para asegurar un adecuado transporte de nutrientes, en un contexto de posibles

desafios como hipoxia o inflamacion.

Por ultimo, los resultados de la microbiota intestinal, mostraron que, durante el embarazo,
hubo diferencias en la microbiota intestinal entre ambos grupos, con el grupo control mostrando
mas bacterias beneficiosas como Bifidobacterium. Las gestantes del grupo EMA tenian menos
bacterias productoras de butirato, explicable por los resultados anteriormente encontrados sobre
una dieta baja en fibra, afectando asi negativamente a su microbiota. La microbiota de los
neonatos mostro diferencias, con el grupo control presentando una microbiota mas beneficiosa,
mientras que los neonatos EMA tenian bacterias asociadas con inflamacion. Estos hallazgos
sugieren que la dieta y la microbiota materna influyen en la salud intestinal y el desarrollo fetal,

lo que podria tener efectos a largo plazo en la salud neonatal.



SUMMARY

Introduction

Pregnancy is a complex physiological process involving anatomical, endocrine,
metabolic, cardiovascular and respiratory changes in the mother, all aimed at sustaining and
enabling the proper development of the foetus. The endocrine system plays an essential role, with
progressive increases in oestrogen and progesterone, and the development of the placenta as a key
transient endocrine organ. At the metabolic level, adaptations such as increased insulin resistance
and redistribution of adipose tissue are observed, influenced by hormones such as leptin, cortisol

and relaxin.

The concept of Advanced Maternal Age (AMA) is defined as being a first-time mother
from the age of 35. The increase in AMA has been significant in Europe, especially in Spain,
where the average age is 32 years. This delay in childbearing is associated with increased risks
for both mother and foetus, and changes in placental function.

The placenta, a transient organ that appears around the second week of pregnancy, acts
as a barrier between mother and foetus, as a channel of exchange between them, and also as an
endocrine organ. It produces adipokines that impact on placental and fetal development. These
molecules modulate processes such as angiogenesis, immune response, insulin signalling and
nutrient transport, with potential implications for pregnancy complications and fetal development.
Likewise, this organ will be responsible for transporting nutrients to the growing foetus, so proper
placental function at this level is key to the formation of new tissues that will directly affect the

process of development and maturation of the fetal organs and systems.

From a nutritional point of view, it is important to highlight the importance of an adequate
diet in terms of quantity and quality during pregnancy, particularly at a time of high physiological
demand. In this regard, macronutrients, micronutrients and the role of polyphenols must be taken
into account in order to achieve adequate daily requirements in this process. It is considered a
stage of great plasticity in early life and its influence on long-term health means that nutritional
deficiencies can directly impact on fetal development and predisposition to future metabolic
diseases.

The gut microbiota, understood as all the microorganisms that cohabit the gut,
play key roles in digestion, the immune system and even mood. The gut is inhabited by
trillions of bacteria, mainly from the Firmicutes and Bacteroidetes groups, but also by
viruses, fungi and archaea. The gut microbiota helps digest food, produces energy and

useful substances, protects against harmful bacteria and regulates the immune system. It



also communicates with the brain through the so-called gut-brain axis, influencing
emotions and mental health. An imbalance in this microbiota, known as dysbiosis, may
be linked to diseases such as obesity, diabetes, depression and autism. During pregnancy,
the microbiota changes progressively. In the first few months it is similar to that of a non-
pregnant woman, but then the amount of certain microbes such as lactobacilli and
proteobacteria increases, while other beneficial microbes decrease. At birth, the baby
comes into contact with the mother's microbiota, which will influence the development

of her own immune and digestive system.

Early metabolic programming refers to how the environment during pregnancy,
especially the nutrition and hormones the foetus receives, can modify the way its genes
are expressed, without changing its DNA (epigenetics). These changes can affect the
development of organs and systems, and increase the risk of diseases such as obesity,
diabetes or hypertension in adulthood. This idea, known as the Barker hypothesis, arose
from studies showing that malnutrition during pregnancy is associated with more disease
in adulthood. These effects have also been shown to vary depending on when in
pregnancy they occur. One of the key organs in this programming is the placenta, which
regulates which nutrients and hormones reach the foetus. If there are complications or
adverse situations, such as pre-eclampsia or stressful situations, its function can be
altered. In addition, the placenta's response to adverse conditions may be different
depending on the sex of the foetus. Therefore, situations such as AMA may affect this
programming. Older pregnant women have a higher risk of complications during
pregnancy, such as gestational diabetes, hypertension or premature delivery, which will

influence the development of the foetus.

Material and methods

To carry out this study, pregnant women were recruited around 12 weeks of gestation
during their visit to the gynaecologist at the Virgen de las Nieves (Granada) and Virgen de la
Arrixaca (Murcia) University Hospitals, and divided into two groups according to age: control
(<35 years) and AMA (>35 years), with 100 participants per group. The protocol was approved
by an ethics committee and the procedures followed biosafety and data protection regulations,

ensuring anonymity and informed consent.
Data and samples were collected in two phases:

- First phase (at recruitment): clinical data, blood and stool samples.



- Second phase (at delivery): blood, stool, placenta and meconium samples of the

newborns.

Nutritional assessment was carried out using a validated food frequency questionnaire (FFQ),

analysing macronutrients, micronutrients and polyphenols.

Biological samples were processed for biochemical analysis, adipokine profiling and gene

and protein expression.

Nine adipokines were quantified in placenta using the multiplex Bio-Plex technique and irisin
by ELISA. RNA was also extracted and subsequently retrotranscribed to evaluate the expression
of genes involved in nutrient transport. The activity of these genes was subsequently checked by

protein expression of the same genes analysed by Western-Blot.

Finally, the faecal microbiota of mothers and the meconium of their newborns were analysed
by sequencing the V3-V4 regions of the 16S rRNA gene. DNA extraction was performed with
the QlAamp PowerFecal Pro DNA kit and the processing (libraries and sequencing) was carried
out by the Instituto de Parasitologia y Biomedicina ‘Lopez-Neyra’. The 16S libraries were
prepared following the Illumina protocol with two-step PCR, using specific primers for V3/V4.
To avoid amplification of eukaryotic DNA, PNA blockers were added. After amplification,
triplicates were combined, indexed and samples were purified. They were then quantified and

pooled for sequencing on a MiSeq® system with a V3 cartridge (2x275 bp).

Results and discussion

The results show no significant differences between the groups in anthropometric
characteristics of mothers and newborns, nor in the method of conception or delivery. However,

there were notable differences in nutrient intake and nutrient quality.

In terms of fibre intake, the AMA group showed significantly lower levels than the
control group. Significant deficiencies were also observed in the levels of zinc, copper, selenium,
vitamins B1, B3, C and folic acid. Although in general both groups were below the dietary
recommendations values (DRV) for pregnant women, the AMA group showed higher

deficiencies.

Regarding polyphenols, there were no significant differences in total intake, but there
were significant differences in subgroups: pregnant AMA women consumed more anthocyanins,
flavonols, flavones and hydroxyphenylpropenes. This could have relevant antioxidant and

metabolic implications in this group.



Correlations carried out to find associations between diet and anthropometric
characteristics of the newborn showed a negative relationship between fibre intake and newborn

head circumference.

These results suggest that advanced maternal age may be associated with lower dietary
quality, which is reflected in lower levels of essential nutrients. Although no significant
phenotypic differences were observed in the newborn, these nutritional deficiencies could have

long-term effects on neonatal health and metabolic development.

Regarding the adipokine profile in placentas from AMA mothers, insulin increased
(particularly in males), glucagon decreased and GLP-1 was unchanged. Resistin was lower in the
AMA group, while GIP was related to weight and head circumference in EMA males. Visfatin
increased in AMA and was negatively associated with head circumference in girls. Leptin
decreased in AMA and in boys and was negatively correlated with head circumference. Irisin was
positively related to neonatal length in control boys, and PAI-1 was decreased in AMA, which
could affect placental function. Taken together, the results suggest that AMA alters placental

function in a fetal sex-dependent manner, with possible consequences for neonatal health.

Gene and protein expression of placental transporters was analysed as a function of AMA
and fetal sex. Although there were no significant differences in several transporters, the SNAT1
gene, crucial for amino acid transport, was found to be less expressed in females with AMD,
especially in male foetuses. In addition, female foetuses in the control group showed higher
expression of genes such as CD36, DMT1, FABP4 and LAT1, suggesting higher efficiency in

nutrient transport.

To complement these results, protein expression of the same transporters was analysed.
The findings showed that DMT1 and SNAT1 had higher protein levels in the AMA group, which
contrasted with the gene expression results, where SNAT1 was higher in the control group. This
discrepancy could be explained by post-transcriptional mechanisms, such as regulation by
microRNAS, or by higher protein stability and translational efficiency in the AMA group. In
addition, oxidative stress or altered protein degradation machinery in the AMA group could
favour protein accumulation. These results suggest that the placenta in AMA pregnancies could
adapt its protein expression to ensure adequate nutrient transport, in a context of possible

challenges such as hypoxia or inflammation.

Finally, the gut microbiota results showed that during pregnancy, there were differences in
gut microbiota between the two groups, with the control group showing more beneficial bacteria

such as Bifidobacterium. Pregnant women in the AMA group had fewer butyrate-producing



bacteria, explained by the previously found findings of a low-fibre diet, thus negatively affecting
their microbiota. The microbiota of the neonates showed differences, with the control group
having a more beneficial microbiota, while the AMA neonates had bacteria associated with
inflammation. These findings suggest that diet and maternal microbiota influence gut health and

fetal development, which may have long-term effects on neonatal health.



2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. Elembarazo

2.1.1. Concepto

El término embarazo o concepcidn, describe el proceso durante el cual uno o mas embriones
se desarrollan para dar paso a la formacién del feto, dentro del Utero de la mujer. (1). En humanos,
este periodo abarca desde la concepcidn, hasta el nacimiento del bebé (1, 2) y esto comprende
alrededor de unas 40 semanas desde el primer dia del Gltimo periodo menstrual hasta la fecha
prevista de parto, siendo esta la definicion de edad gestacional, que se expresa por tanto en

semanas y dias completos.
2.1.2. Cambios fisioldgicos durante el embarazo

Durante este proceso, se experimentan una serie de cambios anatémicos, fisiol6gicos y
bioquimicos en todos los 6rganos y sistemas del organismo de la mujer (3) (Figura 1). Estos, son
una reaccion normal al desarrollo del feto, destinados a mantenerlo y primar su desarrollo y
crecimiento (4). Estos cambios aparecen tras la concepcion y, en embarazos de curso normal,

desaparecen tras el alumbramiento (5).

El embarazo se divide en tres trimestres en los que los cambios que se suceden estan bien
diferenciados, aunque varian de una mujer a otra (6). Estos cambios van a ir en consonancia con

los cambios hormonales que se suceden a lo largo del embarazo.

Cambios fisiologicos
durante el embarazo
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Figura 1. Resumen de los cambios fisiolégicos sufridos durante el embarazo. Elaboracion propia.



2.1.2.1.  Cambios en el sistema endocrino

El sistema endocrino es uno de los que se ve més afectado por el embarazo. Esto se debe
a la aparicion de un érgano endocrino transitorio, la placenta, que asumiré el papel de interfaz
entre la madre y el feto, asi como de cuerpo luteo. Las principales hormonas que se van a ver
alteradas van a ser los estrdgenos, cuyas funciones van desde la embriogénesis hasta el propio
parto. Concretamente el estradiol va a favorecer el crecimiento y la diferenciacion placentaria (7).
Sus niveles iran aumentando conforme avanzan los trimestres, alcanzando su punto méaximo en
el tercer trimestre, promoviendo la expansidon uterina y preparando el cuello del Gtero para el parto
(8) y aumentando la sensibilidad del GUtero a la oxitocina y prostaglandinas, hormonas que se
encargaran de orquestar el inicio del parto, aumentando también su produccion (9). Por otro lado,
la progesterona, conocida como la “’hormona del embarazo’’, es producida por los ovarios en las
primeras etapas y mas tarde por la placenta. Esta se encarga de prevenir las contracciones
prematuras y mantener la viabilidad del embarazo ademas de favorecer el desarrollo del pancreas
y los pulmones fetales (10) y suprime ciertas respuestas inmunitarias maternas, evitando de esta
forma que el feto sea rechazado por el sistema inmune de la madre (11). Esta va a aumentar
también a lo largo del embarazo, pero en el tercer trimestre comienzan a disminuir levemente en
relacion a los estrogenos para facilitar el trabajo del parto. Otras hormonas, como el cortisol, se
ve también modificado, experimentando un marcado aumento durante todo el embarazo, para
satisfacer asi la carga metabdlica extra del cuerpo (12). Por dltimo, la relaxina funcionara
sinérgicamente con la progesterona para reducir la liberacion de oxitocina durante el embarazo
(13). La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), es secretada por el hipotalamo en
condiciones normales, cuya funcién principal seré la secrecion de hormona luteinizante (LH) y
hormona foliculoestimulante (FSH) por la hipofisis durante el ciclo ovérico, la cual estimula el
desarrollo de los foliculos ovaricos y cuyos niveles disminuyen drasticamente durante el
embarazo. La LH por su parte, es la encargada de desencadenar la ovulacion y mantener el cuerpo
lateo, que producird progesterona durante esos dias para sostener al endometrio, durante los
primeros dias de gestacion, antes de que la gonadotropina coriénica humana (hCG) asuma el rol
de mantener el cuerpo lGteo y la placenta el de la produccidn de progesterona. Por ultimo, la hCG
es producida por el trofoblasto desde muy temprano, es detectable desde el dia 8 postovulacion.
Su funcién principal es mantener el cuerpo liteo activo, asegurando la produccion de
progesterona en las primeras semanas del embarazo. Por ello, sus niveles aumentan rapidamente
durante el primer trimestre, alcanzando un pico alrededor de la semana 10, para después disminuir

y mantenerse estables el resto del embarazo.



2.1.2.2.  Cambios en el metabolismo

Estos cambios incluyen alteraciones en el metabolismo de la glucosa, los lipidos y los
aminoécidos. Se produce un aumento de la resistencia a la insulina, mas marcado a final de la
gestacion, elevando asi los niveles maternos de glucosa para garantizar un suministro de energia
suficiente al feto (14). Se observa también un incremento significativo en las subclases de
lipoproteinas y en las concentraciones de lipidos, incluidos los triglicéridos, tanto en las
lipoproteinas de densidad media, baja como alta, en comparacion con las mujeres no gestantes
(15). Ademaés, otros cambios como la redistribucion del tejido adiposo, el cual provocara un
aumento de la grasa visceral, conllevara un aumento de citokinas proinflamatorias como el factor
de necrosis alfa (TNF-a) y la interleukina 6 (IL-6), que contribuyen ain mas a la resistencia a la

insulina y la disfuncion metabolica (16).

2.1.2.3.  Cambios en el tejido adiposo

Durante el embarazo, se produce una redistribucion del tejido adiposo, con un aumento
de la grasa visceral en comparacién con la grasa subcutanea. Estos cambios se creen que son
consecuencia del aumento de los niveles de estrogeno y progesterona, que promueven el
almacenamiento de grasa en este compartimento. Por un lado, la grasa subcutanea parece que
disminuye mas pronunciadamente en el primer trimestre, debido a la actividad lipolitica que
moviliza los acidos grasos libres para la produccion de energia. Por otro lado, la grasa visceral
aumenta de forma mas pronunciada en el tercer trimestre, asociada con las demandas metabélicas
del feto (17). Por supuesto, esta redistribucion del tejido adiposo esta influenciada tanto por el
indice de masa corporal (IMC) previo al embarazo (18), como por el aumento de peso gestacional
(19).

En total, la distribucion de ganancia de peso en la gestacion se distribuye(20):

- 30% peso fetal
- 40% depdsitos maternos de grasa
- 30% placenta, liquido amniotico, aumento del tamafio del Utero, de las mamas,

aumento del volumen sanguineo, linfatico y del liquido intersticial.

2.1.2.4.  Cambios en el sistema cardiovascular
A nivel de sistema cardiovascular, las principales adaptaciones sufridas durante el
embarazo se van a encontrar en un aumento del volumen sanguineo en torno a un 40-50% respecto
al comienzo del embarazo, provocando a su vez un aumento del gasto cardiaco entre un 30-50%
por encima de los niveles previos al embarazo (21). La frecuencia cardiaca en reposo, aumenta

de forma paulatina, llegando a unos 89 latidos de media al final del embarazo (22). La resistencia



vascular sistémica disminuye, traduciéndose en una disminucion de la presién arterial (23) y la
vasculatura se vuelve mas flexible, permitiendo un mejor flujo sanguineo al Utero que sufre una

angiogénesis importante (24).

2.1.2.5.  Cambios en el sistema respiratorio
Se produce un aumento de requerimiento de oxigeno en reposo y un aumento del trabajo
respiratorio, por lo tanto, se produce una disminucién de la disponibilidad de oxigeno para la
realizacion de trabajo aerdbico, lo que se traduce en una disminucién del rendimiento maximo
(25). El volumen pulmonar se ve aumentado en un 40%, aumentando asi la ventilacion pulmonar
y el consumo de oxigeno, que aumenta en un 15-20% (26). Debido a la elevacion del diafragma
unos 4 cm durante el embarazo, la capacidad residual funcional y el volumen residual se ven

disminuidos.

2.2. Edad materna avanzada

2.2.1. Concepto, causas y prevalencia

La edad materna avanzada (EMA) se define como ser madre primipara a la edad de 35
afios 0 mas (27, 28), aunque algunos estudios la establecen en 40 afios, siendo en estos casos
definido como edad materna muy avanzada (EMMA) (29, 30). Esta definicién no indica una edad
limite del embarazo, sino un periodo a partir del cual se considera que los riesgos, tanto para la

madre como para el feto, aumentan (31).

Avances recientes en reproduccidn asistida han ampliado los limites que hasta ahora se
marcaban como edad fértil, permitiendo que incluso mujeres posmenopausicas logren un
embarazo (32). Estos avances, junto con la creciente tendencia a postergar la maternidad, que
diversas investigaciones atribuyen a la priorizacion de la educacion superior por parte de las
mujeres, asi como a las aspiraciones laborales y la seguridad financiera de los jovenes en general
(33), entre otras causas, han llevado a la propuesta de una nueva categoria denominada edad
materna extremadamente avanzada (EMEA). Esta categoria incluye a mujeres primiparas
mayores de 45 afios, llegando incluso a superar los 50 (34), habiéndose comprobado que, en los
paises mas desarrollados, muchas mujeres expresan su deseo de ser madres cuando su fertilidad

ya no es optima (35).

Segun el Instituto Nacional de Estadistica en su documento ~"Movimiento Natural de la
Poblacion / Indicadores Demograficos Bésicos™™ publicado en el afio 2023, la edad media de
maternidad de las mujeres espafiolas, fue de 32.6 afios, acompafiado este aumento de la edad
materna a una disminucién del nimero de nacimientos en la poblacion espafiola. Ademas, en los
Gltimos 10 afios, el numero de nacimientos de madres mayores de 40 afios ha crecido un 19.1%,

siendo en 2023 el 10.8% del total de embarazos en Espafia con respecto al 6.8% que ocupaba en



el afio 2013. EIl aumento progresivo de la edad media de primer embarazo en Espafia puede

observarse en le Tabla 1 (36).

Tabla 1. Edad media del primer embarazo en Espafia desde el afio 2013 hasta 2023. Fuente: INE.

2013 31.7
2014 31.8
2015 31.9
2016 32.0
2017 321
2018 32.2
2019 32.2
2020 32.6
2021 32.6
2022 32.6
2023 32.6

En Europa, se muestra la misma tendencia como se puede observar en la Figura 2. En
2013 la edad media de embarazo era de 28.8 afios, cifra que fue aumentando paulatinamente hasta
alcanzar los 29.7 en 2022. En este ultimo afio, las madres primiparas de mayor edad se
encontraron en Espafia, Italia e Irlanda. Ademas como puede observarse, Espafia supera en mas

de 3 afos de edad la media europea (37).
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Figura 2. Mapa de edad media de primer embarazo en mujeres europeas. Fuente:
EUROSTAT.

Del mismo modo, las madres primiparas mayores de 40 afios de edad también han
aumentado en la Gltima década en todo Europa, habiéndose incluso duplicado desde el inicio del
siglo 21, pasando de un 2.4% en 2001 al 5.4% en 2019, encontrandose la mayor proporcion de

estas madres en Espafia (con un 10%), seguida de Italia, Grecia, Irlanda y Portugal.
2.3. Laplacenta

La placenta humana, es un 6rgano transitorio, que comienza a formarse en torno a la
segunda semana de embarazo, y estd completamente desarrollada en torno al cuarto mes de
embarazo, aunque, durante el resto de gestacion, es susceptible a diversos cambios (38).
Constituye una interfaz entre el endometrio de la madre y el feto promoviendo el intercambio de
sustancias esenciales para el crecimiento fetal, haciendo ademas la funcion de barrera (39).

2.3.1. Desarrollo placentario

La placenta humana es un tejido de tipo hemocoriénico, es decir, el corion fetal (una de

las membranas que rodean al feto) se encuentra en contacto directo con la sangre materna. Las



vellosidades corionicas invaden el endometrio y quedan irrigadas por la sangre materna en los
espacios intravellosos facilitando asi una transferencia eficiente de oxigeno y nutrientes ademas
de deshechos, entre la madre y el feto. Por otro lado, esto hace que el sistema inmunolégico de la
madre deba adaptarse para no rechazar al feto como si fuera un cuerpo extrafio (40). El proceso
del desarrollo placentario ocurre en tres etapas conocidas como preimplantacion, implantacion y

decidualizacion.

La preimplantacién es la etapa en la que el 6vulo desciende a través de las trompas de
Falopio hasta el Utero, mientras que el endometrio sigue libre (41). Tras la unién ovulo-
espermatozoide (en la fecundacion) y la diferenciacion de moérula a blastocito, ocurre la
implantacion, en la que el ovocito formado, se introduce en la mucosa uterina. Aqui es dénde el
estroma empezard a sufrir los efectos de la decidualizacion, inducida por la hormona progesterona
(42). Simultaneamente, e interactuando entre si, ocurre la diferenciacion trofoblastica, iniciada
cuando el trofoblasto, que es la capa celular primaria, se diferencia en dos capas, el
sincitotrofoblasto y el citotrofoblasto. EI primero, desempefia un papel clave en el intercambio de
iones y nutrientes entre madre y feto, ademas, es el encargado de la sintesis de hormonas
esenciales para el mantenimiento del embarazo como la progesterona y la hCG (43). Este tejido
se regenera continuamente mediante un proceso en el cual las células del citotrofoblasto
mononuclear proliferan y luego se fusionan con el sincitiotrofoblasto. Este proceso ocurre durante
toda la gestacion, permitiendo un desarrollo fetal adecuado. Cuando se altera, pueden aparecer
complicaciones como por ejemplo la preeclampsia (43). Por otro lado, el citotrofoblasto
contribuye a la formacién de la placenta al generar expansiones celulares que invaden los espacios
maternos y recubren la superficie lacunar (41). De esta forma, se completa el proceso de
formacion placentaria. Un esquema sobre este proceso puede observarse en la Figura 3.
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Figura 3. Esquema del proceso del desarrollo placentario. hCG: gonadotropina coridnica humana.
Elaboracién propia.



2.3.2. La placenta como érgano endocrino

La placenta, ademas de hacer la funcién de interfaz entre el feto y la madre, es un 6rgano
endocrino. Es por tanto uno de los responsables los cambios hormonales de la mujer durante este
proceso, provocando el aumento de hormonas preexistentes en el organismo de la mujer,
estrogenos, progesterona y prolactina, y secretando hormonas especificas del embarazo como la
hCG (44), el lactogeno placentario (hPL) y hormonas esteroideas, cuyos efectos diabetogénicos

han sido demostrados tanto en estudios in vitro como in vivo (45, 46).

Por otro lado, existen una serie de sustancias conocidas como adipoquinas. Estas son
citoquinas con efectos endocrinos y paracrinos (47). El principal 6rgano secretor de adipoquinas
es el tejido adiposo, aunque, investigaciones recientes han demostrado que las células del
trofoblasto también expresan las mismas adipoquinas que el tejido adiposo (48-50), lo que sugiere
gue estas moléculas pueden influir en la interfaz materno-fetal desde la implantacién hasta el
tercer trimestre del embarazo (51).

2.3.2.1. Adipoquinas

Las adipoquinas constituyen un grupo de péptidos, hormonas y moléculas con actividad
autocrina, paracrina y endocrina, que desempefian un papel fundamental en la comunicacion entre
el tejido adiposo y diversos 6rganos diana, como el cerebro, el higado, el pancreas, el sistema
vascular y el tejido muscular, entre otros (52). Estas moléculas participan en la regulacion de
maultiples procesos fisioldgicos tanto a nivel local en el tejido adiposo como a nivel sistémico
como el metabolismo, la inflamacion y la funcién vascular. En particular, su secrecion influye en
la modulacion del apetito, el metabolismo, la respuesta inmunitaria innata y la funcién
reproductiva. Alteraciones en su secrecion se han asociado con el desarrollo de diversas

patologias vinculadas al sindrome metabdlico (53).

Durante el embarazo, estas moléculas no son solo producidas por el tejido adiposo
materno, sino también por la placenta, donde influiran en el desarrollo fetal y la salud materna.
Por un lado, desempefian un papel fundamental en la regulacion del crecimiento placentario y la
angiogénesis. Algunas de ellas, como la leptina, han demostrado tener un papel clave en la
proliferacion e invasion de las células trofoblasticas, que son esenciales para la formacion de las
vellosidades placentarias y el establecimiento de la circulacion materno-fetal (54) ademas,
podrian mejorar la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), un regulador
clave de la angiogénesis, en la placenta (55). Por otro lado, también van a regular el transporte de
nutrientes de la madre al feto modulando la expresion de los transportadores de nutrientes en la
placenta, garantizando asi que el feto reciba los nutrientes adecuados para su crecimiento y
desarrollo estando ademéas implicadas en la regulacion de la sefializacion de la insulina en la

placenta, fundamental para el transporte de glucosa al feto (56). Asimismo, es importante



considerar sus funciones méas ampliamente reconocidas y estudiadas, particularmente sus
propiedades proinflamatorias y antiinflamatorias, las cuales podrian modular la funcién
placentaria y el desarrollo fetal, contribuyendo potencialmente a la aparicion de complicaciones

gestacionales como la preeclampsia (57).

A continuacion, se describen algunas de las adipoquinas més relevantes en la funcion
placentaria y el desarrollo fetal. En la Figura 4 se puede ver un resumen de cada una y sus

funciones.
- Insulina

La relacion entre la insulina y la placenta implica diversos mecanismos reguladores,
desempefiando un papel fundamental en el desarrollo fetal y placentario ya que influye en el
transporte de nutrientes, la sefializacion de los factores de crecimiento y la adaptacion metabdlica.
La placenta expresa los receptores de insulina, accesibles tanto para la insulina materna como
para la fetal, lo que permite que la insulina influya en la funcidn placentaria y el desarrollo fetal
(58, 59). Ademas, regula el transporte de nutrientes, modulando la expresidn de algunos como
GLUT1 (transportador de glucosa) o SNAT1 y LATL1 (transportadores de aminoacidos) (60),
asegurando de esta forma un correcto aporte de nutrientes al feto. Sin embargo, puede promover
también la acumulacién de triglicéridos a través de una mayor esterificacion de &cidos grasos, lo
cual, a la par de mejorar la disponibilidad de nutrientes para el feto, puede conducir a un aumento
de la adiposidad y el crecimiento del feto a pesar de las condiciones euglucémicas (61). Por otro
lado, su sefializacion en placenta se relaciona con la via mTOR (mammalian Target of
Rampamycin), estimulando asi la sintesis de proteinas y la funcién mitocondrial. Esta via es una
ruta de sefializacion celular que regula el crecimiento, la proliferacion, la sintesis de proteinas y
el metabolismo, en respuesta a sefiales como nutrientes, factores de crecimiento (como la insulina)
y energia celular. En la placenta acta como sensor de nutrientes y es clave en la sefializacion a
lainsulina, promoviendo el crecimiento fetal ya que, cuando la insulina activamTOR, se estimula

la sintesis de proteinas y el transporte de nutrientes al feto (62).
- Grelina

Esta hormona actla a través del receptor secretagogo de la hormona del crecimiento
(GHS-R1) participando en varios procesos fisiolégicos como la proliferacion celular y el
equilibrio energético. Aunque es producida principalmente en el estémago, la placenta también
la produce ademas de expresar su receptor, que ademas varia con la edad gestacional como
demuestran algunos estudios animales (63). En humanos, parece ser que su forma no acilada, la
desacilgrelina (DAG), es la que puede influir en el crecimiento y funcién placentario, afectando
asi al crecimiento fetal. Eso es posible ya que la DAG aumenta la expresién de GHS-R1, pero

inhibe la diferenciacion celular (64), ademas, los niveles de DAG se correlacionan negativamente



con el peso al nacer y el peso placentario, indicando asi un posible papel en la regulacion del

crecimiento fetal (65).
- Leptina

Desempefia un papel en la regulacion del equilibrio energético y el metabolismo. Durante
el embarazo sus niveles aumentan. Ademas, Shen y col., encontraron en recientemente una
correlacion entre los niveles de leptina del cordon umbilical y el peso al nacer, sugiriendo asi un
papel directo en la regulacion del crecimiento fetal (66). Ademas, se ha demostrado que influye
en la invasion de los trofoblastos y la angiogénesis, haciendo también visible su papel en el

desarrollo placentario (54).
- Visfatina

La funcion de esta adipoquina es muy similar a la de la insulina. Su expresion en placenta
y Utero fue descubierta hace relativamente poco tiempo, gracias a los estudios llevados a cabo por
Astern y col. en 2013 (67) y corroboradas mas tarde por Mumtaz y col. en 2015 (68), indicando
asi su papel en el embarazo. Regula la permeabilidad amni6tica para controlar el volumen del
liquido amnidtico e inhibir asi las contracciones uterinas, hecho que se ha demostrado tanto en
humanos como en ratas (68). Ademas, esta implicada en la regulaciéon de la inflamacion

placentaria, la respuesta inmunitaria y la angiogénesis (69).
- Glucagén

La relacion entre esta adipoquina y la placenta es compleja, abarcando efectos directos
como indirectos sobre el desarrollo fetal y la funcion placentaria. Aunque el glucagon es
ampliamente conocido por su papel en la regulacion del metabolismo de la glucosa, también
participa en la modulacion del crecimiento fetal y en el transporte de nutrientes hacia la placenta.
Por ejemplo, en etapas finales de la gestacion, niveles elevados de glucagon pueden afectar la
funcion placentaria afectando a la acumulacion de proteinas y el crecimiento fetal. Estos efectos
se atribuyen a la capacidad del glucagdn para reducir el transporte de nutrientes a través de la
placenta, disminuir el flujo sanguineo placentario y regular negativamente la secrecién de
hormonas placentarias (70). La sefializacion del receptor de glucagon desempefia un papel
fundamental en diversos procesos fisiologicos mas alla de la regulacion de la homeostasis de la
glucosa como el metabolismo de los lipido y aminoéacidos (71), funciones endocrinas sistémicas
como la secrecion de hormonas, incluyendo, ademas, el funcionamiento normal placentario y
desarrollo fetal al tener un papel directo en la modulacion del transporte placentario de nutrientes
(72). La interrupcion de esta sefalizacion puede generar alteraciones en la placentacion y
comprometer el crecimiento fetal, lo que resalta la importancia del glucagon en el adecuado
desarrollo fetal (72).



- Péptido 1 similar al glucagon (GLP-1)

El GLP-1, es una hormona incretina, y es un regulador fundamental del metabolismo de
la glucosa y la homeostasis energética. Estudios animales recientes han puesto de manifiesto su
papel en el desarrollo placentario, particularmente en afectaciones como la diabetes, donde se ha
encontrado que el tratamiento con antagonistas de este, mejord la invasion de los trofoblastos
placentarios en ratas (73). Por otro lado, en mujeres con obesidad, los niveles maternos de GLP-
1 se correlacionan positivamente con el crecimiento fetal. La evidencia cientifica indica que
concentraciones elevadas de GLP-1 en el plasma materno estan asociadas con un mayor peso al
nacer y un crecimiento fetal excesivo en este contexto. A nivel celular, la activacion del receptor
de GLP-1 (GLP-1R) en el trofoblasto humano primario desencadena la activacion de vias de
sefializacién como PKA, ERK1/2 y mTOR, favoreciendo tanto el crecimiento como la funcion

placentaria (74).
- Péptido inhibidor gastrico (GIP)

Este péptido, perteneciente a la familia glucagon-secretina, y es una hormona incretina
clave en la regulacion de glucosa postprandial. Esta compuesto por 42 aminoécidos y ha sido
tradicionalmente identificado como el péptido inhibidor gastrico. Aunque su secrecion principal
ocurre en las células K del intestino en respuesta a la ingesta de nutrientes, su presencia en el
liquido amnidtico y su implicacion en el metabolismo fetal sugieren que la placenta también
podria actuar como una fuente de esta adipoquina durante la gestacion (75). Ademas, cuenta con
una amplia expresion tisular de sus receptores (69). Durante el embarazo, el GIP no solo cumple
su funcion insulinotrdpica tradicional, sino que también desempefia un papel mas amplio en la
regulacién metabdlica. EI GIP de origen placentario podria modular el metabolismo materno y
fetal, favoreciendo la adaptacion de las rutas metabdlicas a las demandas gestacionales. A nivel
fetal, estudios en humanos han demostrado su asociacion con la circunferencia del abdomen fetal

y el peso al nacer (76).
- Inhibidor de los activadores de plasmindgeno tipo 1 (PAI-1)

El PAI-1 es un regulador fundamental del sistema fibrinolitico y desempefia un
importante papel en la funcion placentaria y salud materno-fetal. La desregulacion del PAI-1 se
ha asociado con complicaciones del embarazo, como la restriccion del crecimiento intrauterino
(IUGR) vy la pérdida recurrente de la gestacion. En la placenta, su expresion en los trofoblastos
extravilosos y vasculares contribuye a la modulacién de la invasion trofoblastica durante la
implantacion y placentacion, al inhibir la degradacién de la matriz extracelular (77). Su
desregulacion puede provocar fallos de implantacion, lo que pone de manifiesto su papel en el
mantenimiento de la receptividad endometrial (78). Ademas, actia como un posible marcador de

insuficiencia placentaria, ya que sus niveles aumentados se correlacionan con una disminucion



del oxigeno en sangre y una disminucion de la potencia angiogénica (79). Por otro lado, se ha
demostrado que su expresion se ve aumentada en estados inflamatorios y en casos de obesidad
(80), y ademas, es un componente del sindrome metabolico, estando sus niveles aumentados en

pacientes con obesidad morbida, y encontrandose que disminuyen cuando se pierde peso (81).
- Resistina

Esta adipoquina, aunque principalmente es secretada por el tejido adiposo blanco y
marron, también lo hace la placenta por las células trofoblasticas principalmente (48) y
desempefia un papel en la modulacion de la sensibilidad a la insulina y el metabolismo de los
lipidos (82). Su expresion es incluso mayor en placenta que en el tejido adiposo abdominal de
mujeres no embarazadas (83). Estudios recientes han demostrado que la exposicion de las células
placentarias a la resistina reduce la biogénesis mitocondrial al regular a la baja el PGC-1a,
reduciendo asi la produccién de ATP(84), lo que puede contribuir a problemas del metabolismo
energético en el feto expuestos a patologias como la diabetes en el Gtero (85). A nivel de desarrollo
fetal, sus concentraciones en sangre de cordén umbilical, se han correlacionado negativamente

con el peso fetal, sugiriendo una posible funcion en la regulacion del crecimiento fetal (86).
- lrisina

La irisina es un péptido cuya expresion se encuentra aumentada durante el embarazo,
desempefiando un papel clave en la regulacion de la homeostasis energética durante la gestacion
(87). Aunque recientemente se ha demostrado que sus funciones van mas alla del almacenamiento
de energia, participando también en diversas funciones moleculares como la diferenciacion, la
inflamacidn y el estrés oxidativo en diversos sistemas. En concreto, a nivel placentario parece
reducir la apoptosis en sus células al activar la via de sefializacion Akt, mejorando asi la

supervivencia celular y reduciendo el estrés oxidativo (88).



Leptina Regulacion de la invasion de trofoblastos, angiogénesis y crecimiento fetal.

Modulacién de la permeabilidad amnidtica para controlar el volumen de liquido
Visfatina e inhibir contracciones uterinas.
Regulacion de inflamacidn placentaria, respuesta inmunitaria y angiogénesis.

Modulacién del crecimiento fetal.
Glucagdn Disminucion del transporte de nutrientes a través de la placenta y el flujo sanguineo placentario.
Regulacion negativa de la secrecion de hermonas placentarias.

Madificacidn de la invasion de trofoblastos y mejora del crecimiento placentario.
Relacién con el crecimientc fetal.

Modulacién del metabolismo materno y fetal, favoreciendo la adaptacion de rutas
metabclicas a las demandas gestacicnales.
Relacién con circunferencia del abdomen fetal y peso al nacer.

Asociacion con complicaciones: restriccion del crecimiento intrautering (IUGR) y
peérdida recurrente de la gestacidn,
Modulacion de la invasién trofoblastica durante implantacidn y placentacién.
Posible marcador de insuficiencia placentaria.

Reduccion de la biogénesis mitccondrial y la produccion de ATP.

Resistina Posible regulacion del crecimiento fetal.

Regulacion de la omeostasis energética, diferenciacion, inflamacion y estrés oxidativo.

Irisina o A
Reduccion de la apoptosis celular.

Influencia en transporte de nutrientes, actividad de factores de crecimiento y adaptacion metabdlica.
Insulina Acumulacion de triglicéridos y aumento de adiposidad.
Estimulacion de la sintesis proteica y [a funcién mitocondrial:

Grelina Posible regulacién del crecimiento placentario y fetal.
~

Figura 4. Resumen de las adipoquinas mas relevantes implicadas en la funcidn placentaria y su funcion. GLP-1:
péptido 1 similar al glucagén; GIP: péptido inhibidor gastrico; PAIL: inhibidor de los activadores de plasmindgeno
tipo 1. Elaboracion propia.

2.3.3. Principales transportadores placentarios de nutrientes
- SNAT1

El papel de este gen es el de transporte aminoacidos de la madre al feto a través de la
barrera placentaria. Junto con el SNAT2y SNAT 4, forman parte del sistema A de transportadores
de aminoacidos, todos ellos presentes en el sicitiotrofoblasto de la placenta humana. Aunque el
SNAT4 se encuentra mas activo en el primer trimestre, mientras que SNAT1 lo esta en las dltimas

etapas (89).
- Transportador de metals divalentes tipo 1 (DMT1)

Este, conocido como transportador de metales divalentes, desempefia un papel crucial al
facilitar el transporte de metales esenciales como el hierro, y metales toxicos como el cadmio. En
placenta, se expresa en las células del sincitiotrofoblasto y es el principal responsable del

transporte de hierro, liberandolo desde los endosomas al citoplasma (90).
- CD36

CD36, también conocida como translocasa de acidos grasos, es un componente crucial

en la captacion y utilizacion de acidos grasos. La expresion de CD36 en la placenta facilita el



transporte de acidos grasos de cadena larga a través de la barrera placentaria, asegurando que el
feto reciba un suministro adecuado de estos nutrientes vitales para el crecimiento fetal y la
produccion de energia. Codifica una glicoproteina transmembrana e influye tanto en el
intercambio materno-fetal como en el desarrollo fetal. La importancia de CD36 va mas alla del
simple transporte de lipidos, ya que también participa en diversos procesos celulares, como la
angiogénesis, la inflamacion y las respuestas inmunitarias, todos ellos fundamentales durante el

embarazo (91).
- Proteinas de unidn a &cidos grasos 3y 4 (FABP3 y FABP4)

Las proteinas de unién a &cidos grasos (FABP 1, 3-5), localizadas en el citoplasma del
sincitiotrofoblasto, son responsables del trafico de acidos grasos a los lugares de esterificacion,

[B-oxidacion y posterior transferencia a través de la membrana basal (92).
- Transportador 1 de aminoacidos de tipo L (LAT1)

Este gen media en el transporte de aminoacidos esenciales, ademas ayuda a la absorcion
de grandes aminoacidos neutros como la metionina (93), fundamental para el crecimiento y
desarrollo fetal y otros como la leucina, la fenilalanina y el triptéfano, son cruciales para el
crecimiento fetal y el neurodesarrollo (94). Su sobreexpresién activa ademas la sefializacion del

mTOR, favoreciendo la transferencia de nutrientes al feto (95).
- SLC27A1

Forma parte de la familia de transportadores de solutos, y cumple la funcién de
transportador de acidos grasos. Se expresa en el sincitiotrofoblasto y su contribucion es
bidireccional, garantizando el aporte adecuado de acidos grasos y al mismo tiempo, elimina
productos de desecho (96)

- Transportador de glucosa tipo 1 (8GLUT1)

Este gen pertenece al grupo de transportadores GLUT, que son la familia de
transportadores de glucosa. La glucosa es la principal fuente de energia para el feto, y su
transferencia desde la madre es esencial para un crecimiento fetal normal, ya que en los seres
humanos no existe una gluconeogénesis fetoplacentaria significativa. Esta transferencia ocurre
exclusivamente a través de la barrera placentaria mediante estos transportadores GLUT, los cuales
se encuentran incrustados en las membranas microvellosas y basales de la capa
sincitiotrofobléastica placentaria. Dentro de esta familia, el GLUT1 es el transportador méas
abundantemente expresado en la placenta, lo que resalta su papel crucial en el suministro de

glucosa al feto. Por ello, la regulacion de la expresion de estos transportadores



sincitiotrofoblasticos resulta fundamental para satisfacer las necesidades energéticas fetales y

permitir un desarrollo (97, 98).

2.4.  Nutricion en el embarazo
El embarazo, como se ha definido previamente, es una etapa fisioldgica en la que las
necesidades nutricionales y energéticas cambiaran con respecto a las que se tenian previas a la
concepcidn, consecuencia de los cambios fisiologicos experimentados en el organismo de la
mujer. El aporte de nutrientes durante el proceso del embarazo debe ser el adecuado no solo en
cuanto a cantidad, sino también en cuanto a calidad, para asegurar una correcta embriogénesis y
desarrollo fetal (99).

La vida temprana, entendiendo esta como el periodo comprendido entre la concepcion
hasta aproximadamente los dos afios de vida, representa una etapa crucial de plasticidad, durante
la cual las células y los érganos en desarrollo responden y se adaptan a diversas influencias
ambientales que afectan a la madre. Factores como el estrés, las infecciones, el consumo de
alcohol, el tabaquismo, las enfermedades cronicas, la obesidad y la desnutricién pueden modificar
estos procesos, influyendo en la susceptibilidad individual a desarrollar enfermedades en la vida
adulta (100). Durante la gestacién, el feto es particularmente vulnerable a las influencias del
entorno, especialmente a la disponibilidad de nutrientes y al equilibrio energético, los cuales son

fundamentales para su crecimiento y desarrollo 6ptimos.

Desde un punto de vista nutricional y metabdlico, la gestacion se puede dividir en dos
fases, una primera anabdlica, en la que el organismo materno experimenta adaptaciones dirigidas
a la acumulacién de reservas energéticas, principalmente a través del almacenamiento de acidos
grasos y proteinas, asi como por modificaciones en la sensibilidad a la insulina. seguida por una
fase catabolica, en la cual dichas reservas maternas son movilizadas y transferidas al feto a través
de la placenta, con el propdésito de satisfacer las demandas energéticas y nutricionales del feto

para su adecuado crecimiento y desarrollo (101).
2.4.1. Necesidades nutricionales durante el embarazo

Durante el periodo del embarazo las necesidades energéticas tanto de macro como de
micronutrientes se ven modificadas para, como se ha mencionado anteriormente, satisfacer no

solo las necesidades energéticas de la mujer, sino también para satisfacer las del feto en formacion
(4).

Con el fin de pautar unas necesidades especificas acorde a cada poblacion, en Espafia se
propone el término Ingestas Nutricionales de Referencia (INR), basado en el concepto de ingesta
de referencia de la poblacién (PRI, del inglés Population Reference Intake), y representa el nivel

de ingesta de nutrientes adecuado para practicamente la totalidad de una muestra (97-98% del



total). Estas INR fueron actualizadas por Gltima vez en el afio 2019 por el Comité Cientifico de la
Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN), y son una adaptacion de las
homénimas Dietary References Values (DRV), a nivel europeo pautadas por la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (European Food Safety Authority, EFSA) (102).

Las necesidades nutricionales aumentan a través de los tres trimestres de embarazo, sin
embargo, la evidencia cientifica actual sugiere que las mujeres embarazadas sufren carencias tanto

de micro como de macronutrientes (103).

2.4.1.1. Macronutrientes
Los macronutreintes engloban a los hidratos de carbono, las proteinas y las grasas y son
los encargados de aportar energia y componentes esenciales para mantener la vida (104). Sus
requerimientos varian segun la edad y el estado fisiol6gico (105). En la tabla 2 se muestran las

recoendaciones diarias de referencia para poblacién embarazada espafiola.

2.4.1.1.1. Hidratos de carbono y fibra
Los hidratos de carbono Son la principal fuente de energia para ambos, madre y feto, v,
ademas, van a influir directamente los niveles de glucosa maternos, que, a su vez, afectaran al
crecimiento y desarrollo fetal (1). Estos deben aportar en torno al 50-60% de las kilocalorias
totales ingeridas, entorno a 175 g/dia, una ingesta inferior a esta puede dar lugar a la movilizacién

de reservas proteicas maternas para usarlas como fuente de energia fetal (106).

El tipo, cantidad y calidad de estos carbohidratos, pueden afectar al desarrollo de diabetes
mellitus gestacional, a las necesidades maternas de insulina y al perfil metabolico de la
descendencia (107). En este sentido, el consumo de fibra es beneficioso de por si en cualquier
etapa de la vida, pero durante el embarazo, su aumento parece tener efectos positivos tanto en la
salud de la madre, como en el alivio del estrefiimiento causado en esta situacion fisiologica (1),
asi como una reduccion del aumento de peso durante el embarazo, el riesgo de dislipidemia, y de
preeclampsia, ademés de estar asociado una menor ingesta con aumento del riesgo de obesidad
(108).

2.4.1.1.2. Proteinas
El crecimiento fetoplacentario, asi como algunos érganos maternos como el Utero,
necesitan un aporte elevado de aminoacidos y proteinas, ya que aproximadamente unos 925 g de
proteina se estima que son depositadas en estos tejidos, correspondiendo a unos 0.95 g/kg/dia,

aportando torno al 12-15% del total de calorias ingeridas (106).

Una dieta baja en proteina durante el embarazo se ha relacionado con bajo peso al nacer
(109) y un aumento de proteinas procedente de los l&cteos se ha asociado con aumento del

crecimiento fetal (110) sin embargo, si estas proteinas proceden de alimentos carnicos, un mayor



consumo se asocia puede aumentar el riesgo de sobrepeso en la descendencia (111). Por lo tanto,
un aumento de proteinas de calidad procedentes de productos cérnicos, lacteos y legumbres de
calidad de unos 25 g con respecto a los de una mujer no gestante, debe ser considerado (112). En
mujeres que sigan un patron de dieta vegetariano, el consumo de estas debe aumentarse a través

de un mayor consumo de legumbres, tofu, nueces y semillas (113).

2.4.1.1.3. Lipidos

Con respecto a este macronutriente, sus recomendaciones generales establecen que deben
cubrir un 20-35% de la energia total consumida. Al igual que con los hidratos de carbono y las
proteinas, no solo importa la cantidad total consumida, sino también la calidad y procedencia de
las grasas. En este sentido, se aconseja favorecer el consumo de é&cidos grasos

monoinsaturados y poliinsaturados frente a los saturados (114).

Los &cidos grasos poliinsaturados, en particular el 4cido docosahexaenoico (DHA) vy el
acido eicosapentaenoico (EPA), desempefian un papel fundamental durante el embarazo, ya que
contribuyen al crecimiento y desarrollo adecuado de los tejidos tanto del feto como de la madre
(115). Las guias nutricionales recomiendan que menos del 10% de las calorias diarias provengan
de grasas saturadas, mientras que la mayoria debe provenir de grasas saludables, como las

monoinsaturadas y en torno a un 10% de las poliinsaturadas (116).

Una ingesta equilibrada de lipidos y sus diferentes tipos tiene un impacto significativo en
la salud del recién nacido. Un exceso, especialmente de grasas saturadas, se ha relacionado con
un mayor riesgo de obesidad infantil, resistencia a la insulina y enfermedades cardiovasculares
(117).

Dentro de los acidos grasos poliinsaturados destacan los omega-3 (como el &cido alfa-
linolénico) y los omega-6 (como el &cido linoleico), ambos considerados esenciales, ya que el
organismo no puede sintetizarlos. Sus derivados de cadena larga, el &cido araquidonico (AA) y el
DHA, son componentes estructurales clave de las membranas celulares, especialmente en el
sistema nervioso Y la retina. Por esta razon, una deficiencia durante el embarazo se ha asociado
con problemas en el desarrollo visual y cognitivo del recién nacido. Aunque, como se comentaba
anteriormente, el consumo de AGPI se recomienda que no exceda el 10% de las kcal totales,
asegurando a su vez una ingesta diaria de 2 g de &cido alfa-linolénico y 200 mg de DHA al dia
(118).



Tabla 2. Ingestas nutricionales de referencia de macronutrienes para poblacion embarazada
espafiola segin la AESAN.

Hidratos de carbono (%de
45-60%
energia)

De los cuales fibra 25 g/dia

Proteinas (incremento sobre las | 1°" trimestre | 2° trimestre ‘

recomendaciones basales) + 1 g/dia + 9 g/dia ‘ + 28 g/dia
Lipidos totales (%de energia) 20-35 %
Acido linoleico (%de energia) 4%
Acido a-linolénico (% de energia) 0.5%
EPA + DHA 250 mg/dia
DHA +100-200 mg/dia

INR: Ingestas Nutricionales de Referencia; EPA: acido eicosapentaenoico; DHA:

acido docosahexanoico.

2.4.1.2. Micronutrientes
Las sustancias quimicas conocidas como micronutrientes permiten que los sistemas
metabdlicos y bioquimicos del organismo funcionen sin problemas cuando se ingieren en
pequefas cantidades. El déficit o la falta de alguno de ellos puede provocar deficiencias en el
crecimiento, problemas en el desarrollo de las funciones cognitivas y fisiol6gicas e

inmunodeficiencias (119).

Sin embargo, es importante seflalar que un exceso de ellos también afectara
negativamente a la salud, lo que pone de relieve la importancia de establecer una dosis adecuada

para cada situacion especifica (120).

2.4.1.2.1. Vitaminas
Se definen como moléculas organicas necesarias en pequefias cantidades ya que
participan activamente en diversos procesos del metabolismo. La gran mayoria son nutrientes
esenciales, por lo que no son sintetizadas por el organismo, y por ende deben consumirse a través

de la dieta. Se clasifican en dos grupos segun su solubilidad (119).

- Hidrosolubles: vitaminas del grupo B (B1, B2, B3, B6 y B12) y la vitamina C
- Liposolubles: A,D,Ey K

Sus requerimientos durante la gestacion estan aumentados debido a las demandas del feto,
la formacidn de la placenta y el aumento del volumen plasmatico (121), aunque por otro lado, un

consumo excesivo puede ser perjudicial para el feto en desarrollo. Hay ciertas vitaminas cuya



suplementacion debe considerarse seriamente en el embarazo tales como el &cido félico y la
vitamina B12 (122).

En la Tabla 3, se resumen las principales funciones en el embarazo y desarrollo del feto

y su recomendacion diaria en poblacion embarazada espafiola.

Tabla 3. Vitaminas de ambos grupos, principales funciones en el embarazo y recomendaciones diarias
para poblacion de embarazadas espafiolas segiin AESAN.

Principales funciones en el INR para embarazadas

Vitamina

embarazo espanolas

Crecimiento, diferenciacion
Vitamina A celular y desarrollo correcto 800 pg/dia
del feto

Absorcién y utilizacion del
calcio. Buen estado
Vitamina D 15 pg/dia
inmunoldgico del recién

nacido

Mejora del estado
Vitamina E inmunolégico del recién 12 pg/dia

nacido. Accion antioxidante

Su déficit se ha relacionado
Vitamina K 70 pg/dia
con muerte fetal

Desarrollo temprano del feto.
Vitamina C Formacion de colageno y 85 ug/dia

tejidos.

Prevencion de
Acido félico malformaciones congénitas 500 pg/dia

del tubo neural

Formacion del sistema
Vitamina B12 nervioso y produccion de 2.6 pg/dia

glébulos rojos

INR: Ingestas Nutricionales de Referencia.

2.4.1.2.2. Minerales
Son sustancias inorganicas, todos ellos esenciales, y claves para el crecimiento y la salud
(119). Los minerales se encuentran en los alimentos en diversas formas, mezclados o combinados
con diferentes macronutrientes. Los requerimientos de estos se ven aumentados también durante
el embarazo, y en algunos casos cobran especial importancia, como en el del calcio, para

conseguir una correcta mineralizacion del esqueleto del feto y cubrir las necesidades de la madre,



gue desviarda la gran parte a la nutricion fetoplacentaria (123), y el hierro que necesita cubrir las
pérdidas habituales y cubrir el aumento de masa eritrocitaria, sumado a las necesidades del feto y
la placenta (106). En la tabla 4 se muestra un resumen de los minerales imprescindibles en el
embarazo, su funcion y los requerimientos diarios para poblacion espafiola embarazada.

Tabla 4. Minerales, principales funciones en el embarazo y recomendaciones diarias para poblacién de
embarazadas espafiolas seglin la AESAN.

Principales funciones en el INR para embarazadas

embarazo espanolas

Menor riesgo de parto
pretérmino, mejora de la
Calcio 1000 mg/dia
tension, mejora de la salud

6sea materna.

En la madre, ayuda a cubrir
el aumento de masa
eritrocitaria. En el feto,
Hierro _ _ _ 27 mg/dia
depdsito hepatico necesario
en las primeras etapas de

vida.

Crecimiento, desarrollo y
diferenciacion celular. Ayuda
) a hormonas relacionadas con ]
Zinc o ) 10 mg/dia
el crecimiento 6seo como

testosterona, hormonas

tiroideas e insulina

Correcto funcionamiento del

Sistema Nervioso Central ya 200 pg/dia
Yodo
que interviene en la sintesis
de hormonas tiroideas
Altas dosis de este se ha
Selenio relacionado con 60 pg/dia

preeclampsia

INR: Ingestas Nutricionales de Referencia.

2.4.1.3. Polifenoles
Los compuestos fendlicos, también llamados polifenoles dietéticos, abarcan una amplia
y diversa categoria de mas de 8,000 sustancias con actividad biolégica, que se encuentran en
alimentos de origen vegetal. Representan la fraccion méas abundante de antioxidantes de la dieta

y conforman el grupo principal de sustancias no nutritivas (124). Las fuentes alimentarias mas



ricas en estos son las frutas y ciertas bebidas como los zumos, vino, té, café, chocolate y la
cerveza, aunque también estan presentes, aungque en menor medida en vegetales, legumbres secas

y cereales (125).

Se caracterizan por tener al menos un anillo aromatico con grupos hidroxilo (126), y se
clasifican de diferentes formas, aunque la mas comun es en base a la cantidad de estos anillos y
en los componentes estructurales que los interconectan. Los mayores grupos de polifenoles, segin
la base de datos més utilizada en paises europeos Phenol-Explorer, son flavonoides, acidos

fendlicos, estilbenos y lignanos (127).

- Flavonoides, estos se caracterizan por tener 2 anillos de benceno conectados por un
tercer carbono y conforman el 60% aproximadamente de todos los polifenoles conocidos
(128). Se consideran potentes antioxidantes de la dieta, ya que previenen la formacion
de especies reactivas del oxigeno. Pueden inducir enzimas antioxidantes como la
superoxido dismutasa y la catalasa, a la par que inhiben aquellas prooxidativas como la
fosfolipasa 2. Efectos quimipreventivos, cardioprotectores, antineurodegenerativos y
actividad antimicrobiana, son otros de los efectos que se le atribuyen (129).

- Los lignanos, estos estan formados por 2 unidades de fenilpropano y la mayoria no son
absorbibles en el tracto gastrointestinal, permitiéndose llegar al intestino grueso para ser
metabolizados por la microbiota intestinal (128, 130). Estos, ademas de su funcion
antioxidativa, se les atribuyen también actividad anticancerigena, efectos cardio
protectores y actividad antimicrobiana (129).

- Los estilbenos, cuya estructura béasica estd compuesta por dos anillos bencénicos
(fenilos) unidos por un puente de dos atomos de carbono con un doble enlace. Uno de
los mas conocidos dentro de este grupo es el resveratrol, presente en el vino tinto y en
algunas frutas como las uvas y los arandanos (131). Estos ayudan a la mejora del
metabolismo de la glucosa y la sensibilidad a la insulina (132).

- Los acidos fendlicos, son compuestos organicos caracterizados por la presencia de un
anillo fenolico unido a un acido carboxilico (133). El contenido de estos en alimentos es
particularmente bajo y, salvo en alimentos procesados, no suelen encontrarse en forma
libre (128, 134). Propiedades como ser gastroprotectores, antidiabétogénicos,
cardioprotectores, y como no, potentes antioxidantes son las que se les atribuyen a este

grupo de polifenoles (129)

Es importante tener en cuenta que, los polifenoles que méas se consumen con la dieta no
seran aquellos mas biodisponibles, eso dependera de su estructura quimica. Dependiendo de esta,
los polifenoles pueden ser absorbidos y metabolizados de distintas maneras en el cuerpo. Algunos

de estos polifenoles se presentan unidos a moléculas de glucosa, glicosilados. Antes de ser



absorbidos, enzimas intestinales deben romper esos enlaces. En cambio, los polifenoles no
glicosilados pueden traspasar la barrera intestinal directamente por difusion pasiva. Una vez que
alcanzan el torrente sanguineo, llegan al higado donde seran modificados mediante procesos como
metilacion, sulfatacion o glucorinidacion. Dependiendo de cuanto se transformen seguiran
diferentes caminos, si se han modificado débilmente, vuelven a la sangre y se eliminardn mediante
orina; si han sufrido muchas modificaciones, se excretan en la bilis y regresan al intestino grueso,
donde las bacterias intestinales pueden procesarlos nuevamente, permitiendo que algunos sean

reabsorbidos en la sangre o bien, eliminados con las heces (135).

Estos micronutrientes son de gran interés debido a la evidencia reciente que sugiere su
participacion en la prevencion de enfermedades metabolicas, cardiovasculares y
neurodegenerativas, ademas de algunos tipos de cancer (136), por ello, son tan importantes en la

nutricion humana.

En mujeres embarazadas, estudios recientes han mostrado que es donde se produce el
mayor consumo de polifenoles a través de la dieta, 2 gramos aproximadamente al dia (137), frente
a 1 g de ingesta media de polifenoles en poblacién general (125). Aunque, como ya se ha
explicado anteriormente, su biodisponibilidad va a diferir mucho dependiendo del tipo de
polifenol gque sea. Se han encontrado niveles bajos de polifenoles en la placenta (138), y su
transporte a través de la placenta implica mecanismos de transporte selectivo, por lo que son
capaces de atravesar la barrera placentaria y por tanto, pueden tener efectos biol6gicos en la
descendencia (138). Los polifenoles desempefian un papel bien documentado como antioxidantes,
ya que actan como donadores de electrones o hidrégeno, lo que contribuye al aumento de la
capacidad antioxidante en el plasma y a la mejora de los indicadores de estrés oxidativo en la
unidad fetoplacentaria. Estos efectos son relevantes en diversas patologias asociadas al embarazo.
Mas alla de su funcion antioxidante, los polifenoles dietéticos y sus metabolitos pueden influir en
las células mediante la modulacién de vias de sefializacidn, como las reguladas por la proteina
quinasa y la lipido quinasa (139). Ademas, tienen la capacidad de alterar la actividad de diversas
enzimas y receptores celulares, asi como de afectar la expresion y funcion de distintos
transportadores de membrana (140). En este contexto, la placenta representa una diana clave para
la accion de los polifenoles, ya que podrian impactar en la absorcion de nutrientes y otras

sustancias bioactivas provenientes de la circulacion materna (141).

Por otro lado, en cuanto a salud materna se refiere, gracias a las propiedades
antihipertensivas, antiinflamatorias, antioxidantes y vasculoprotectoras, diversos estudios tanto
en animales como en humanos, han encontrado prometedores resultados de su uso en patologias
del embarazo como la preeclampsia (142-144). Otra patologia en la que podrian suponer una

ayuda extra a los tratamientos farmacoldgicos y nutricionales convencionales es la diabetes



mellitus gestacional (DMG), la cual concurre con un estado de inflamacion crénica subclinica
(145), para lo cual, el consumo de polifenoles en la dieta podria ser clave en su tratamiento gracias
a sus efectos antiiflamatorios y antioxidantes, asi como a sus efectos positivos sobre la secrecion

de insulina y la via de sefializacién de la insulina (146, 147).

Por lo tanto, su consumo durante el embarazo requiere una especial atencién, ya que
teniendo en cuenta la posible influencia de estos en los mecanismos de adaptacion materna y en
el desarrollo fetal, deben tenerse en cuenta tanto los beneficios potenciales para la salud como los

posibles efectos adversos que pueden provocar.

2.5.  Microbiota intestinal y embarazo

2.5.1. Concepto de microbiota y generalidades.

El término microbioma, abarca todos los microorganismos que habitan y viven de forma
simbi6tica en el cuerpo humano, el genoma de estos, y los metabolitos que estos secretan y que
van a interaccionar con el huésped. En total, alrededor de 10 microorganismos conviven en todo
el cuerpo humano (148). Este microbioma es esencial para el desarrollo humano y desempefia un
papel significativo en diversos procesos fisiolégicos vitales, como las reacciones metabdlicas y
las respuestas inmunitarias. Se puede considerar como un genoma en constante interaccion con el
medio ambiente, por ello una alteracion en la composicién o funcionamiento del mismo, conocida
como dishiosis, puede producir alteraciones en la respuesta inmune y ocasionar enfermedades
(149) estando también estrechamente relacionado con la aparicion de gran variedad de

enfermedades.

Por otro lado, el término microbiota intestinal, hace referencia a todos estos
microorganismos que se encuentran exclusivamente en el intestino humano, albergando este a
billones de microbios, que en su mayoria son bacterias, habiéndose descrito mas de 3000 especies
bacterianas (150). Concretamente, en el tracto gastrointestinal, la microbiota es una comunidad
bacteriana compleja, dindmica y balanceada que juega un papel relevante en la salud del huésped,

ya que esta involucrada en numerosas funciones fisiol6gicas, metabdlicas e inmunoldgicas.

La siguiente clasificacion (Figura 5) presenta las bacterias desde el nivel mas amplio, el

reino, en este caso Bacteria, hasta el més especifico, la especie.



BACTERIA
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Figura 5. Esquema del orden filogenético de taxones, y ejemplos de ellos, del reino Bacteria.
Elaboracién propia.

A nivel de filo, aquellos que predominan en la microbiota intestinal de una persona adulta
sana son Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria vy
Verrucomicrobia, constituyendo los dos primeros el 90% del total de bacterias que colonizan el
intestino (151). Hay que tener en cuenta que, esta microbiota no solo se conforma de bacterias,
sino también de arqueas, hongos y virus que, aunque en menor medida, son igualmente
importantes ya que la conservacion de todos estos microorganismos y su equilibrio es crucial para

la supervivencia (152, 153).

2.5.2. Funciones de la microbiota intestinal
La microbiota desempefia una amplia variedad de funciones que van a influir en todo el

organismo. A continuacidn, se describen brevemente todas sus funciones.

25.2.1. Barrera y proteccion

La microbiota intestinal constituye un componente clave en el mantenimiento de la
integridad de la barrera intestinal, impidiendo el paso de sustancias nocivas hacia el torrente
sanguineo, mientras que permite la absorcion de nutrientes siempre que se mantengan niveles
sanos en las abundancias de las bacterias que la conforman (154). Ademaés, contribuye al
mantenimiento de las uniones estrechas entre las células epiteliales intestinales, las cuales forman
parte esencial de la barrera epitelial que delimita el medio interno de la luz intestinal. Esta
estructura proporciona impermeabilidad a la barrera intestinal, cuya funcion principal es prevenir
la translocacion de patogenos desde la mucosa hacia el interior del huésped (155). Una alteracion
en la composicion de la microbiota intestinal, puede conducir a una disfuncién o permeabilidad

de esta barrera, aumentando el riesgo enfermedad crénica e inflamacion (156) (Figura 6).



2.5.2.2. Metabolica

Desempefia un papel fundamental en procesos metabolicos al influir en procesos como la
extraccion de energia, la homeostasis de la glucosa y el metabolismo de los lipidos. Las bacterias
intestinales producen enzimas que ayudan a descomponer componentes dietéticos complejos
como los polisacaridos y las proteinas, en moléculas mas simples para la correcta absorcion o
utilizacion por parte del huésped. De hecho, estas bacterias pueden absorber entre un 10 % y un
30 % de la energia total consumida a través de los alimentos, generando metabolitos esenciales
para el organismo, como los &cidos grasos de cadena corta (AGCC), entre otros (157). En este
contexto, los carbohidratos desempefian un papel fundamental, especialmente aquellos que no se
digieren hasta alcanzar el colon. Estos, conocidos como fibra dietética, incluyen lignina,
polisacéaridos no amilaceos, almidén resistente y oligosacaridos (158). Las diversas enzimas que
la microbiota produce, permiten descomponer los hidratos de carbono y facilitar su digestién
(159). En el caso de las proteinas, aguellas que no han sido digeridas se descomponen en péptidos,
aminoacidos y otros metabolitos gracias a la accion de enzimas como las proteasas y peptidasas
bacterianas (160). Ademas, la microbiota también tiene la capacidad de convertir los acidos
biliares primarios en secundarios mediante la accién de deshidroxilasas bacterianas. Por otro lado,
la disbiosis de la microbiota intestinal se ha relacionado con trastornos metabdlicos como la

obesidad, la diabetes tipo 2 y el sindrome metabdlico (161) (Figura 6).

2.5.2.3. Modulacién del sistema inmunitario
Por otro lado, desempefia un importante papel protector al producir metabolitos asociados
al sistema inmunolégico, como los ya mencionados AGCC a través de la fermentacion, el receptor
de hidrocarburos de arilo (AHR) y las poliaminas, todos ellos implicados en procesos

inmunolégicos como el reconocimiento de células cancerigenas por los AHR (162).

Influye tanto en respuestas innatas como adaptativas. La respuesta inmunitaria innata se
caracteriza por su capacidad para reconocer y diferenciar entre microorganismos patdégenos y
comensales mediante el uso de receptores especificos. Ademas, la barrera intestinal cuenta con
una capa de mucosa compuesta por glicoproteinas, cuya estructura viscosa unifica los epitelios
intestinales y contribuye a la impermeabilidad de la mucosa intestinal. Esta propiedad impide la
translocacion de bacterias patdgenas a través de la barrera intestinal, al tiempo que le confiere una
funcion estructural esencial en la homeostasis del tracto gastrointestinal (163). Ciertas especies
bacterianas, ademas, son capaces de modular la produccion de citokinas y anticuerpos, mientras
que otras mejoran la actividad de células inmunitarias como macréfagos y células T (164) (Figura
6)



2.5.2.4. Influencia neuropsicologica

La microbiota también desempefia un papel en la funcion neurolégica, destacandose en
los ultimos afios el estudio del eje intestino-cerebro, un sistema de comunicacion bidireccional
mediado por el sistema nervioso entérico, la parte mas compleja del sistema nervioso periférico
(165). Este eje permite el intercambio de sefiales a través de neurotransmisores, hormonas y
metabolitos microbianos influyendo en el estado de &nimo, la cognicién y el comportamiento. El
equilibrio de los microorganismos que habitan en el intestino es fundamental para el
mantenimiento de estas funciones, y su alteracion, la ya mencionada disbiosis, puede
desencadenar una respuesta inflamatoria cronica de bajo grado. Esta inflamacién se asocia con
un aumento en la prevalencia de diversas enfermedades no transmisibles mencionadas
anteriormente como alergias, trastornos inflamatorios intestinales, intolerancias alimentarias y
obesidad (166), asi como con alteraciones neuroldgicas y cognitivas (167). De este modo, las
investigaciones mas recientes han demostrado una asociacion entre la disbiosis intestinal y
trastornos de la salud mental como depresion, ansiedad (168) y trastorno del espectro autista (169)
(Figura 6).

2.5.3. Cambio de la microbiota durante el embarazo.

Asi como diversos procesos fisiologicos se ven afectados por el embarazo, la microbiota
es otro factor que se vera afectado en esta etapa, tanto en composicion como en diversidad. Estos
cambios no solo van a ocurrir en la microbiota intestinal, sino también en la vaginal y la oral
(170).

El embarazo es un momento critico que depende de un delicado equilibrio entre las
necesidades fisicas de la madre y del feto, y durante este proceso aumentara la translocacién
bacteriana (171). Este cambio de la microbiota se produce de forma progresiva, siendo la
microbiota del primer trimestre muy similar a la de una mujer no gestante de las mismas
caracteristicas, siguiendo el clasico patrén de abundancia de Bacteroidetes y Firmicutes.
Conforme avanza el embarazo, se alteraran todas las microbiotas del organismo siendo sus
consecuencias a nivel intestinal de gran significancia, ya que se produce una pérdida de gran parte
de la diversidad (172-174). A partir del segundo trimestre, las proteobacterias, las bifidobacterias,
las actinobacterias y algunas cepas especificas de Lactobacillus, que se consideran productoras
de &cido lactico, aumentan al mismo tiempo que se reduce la cantidad de bacterias productoras
de butirato, como las especies del género Faecalibacterium, con actividades antiinflamatorias
(175). Asi, se podra observar como se produce una disminucion de bacterias productoras de
butirato como del género Faecalibacterium, mientras que, de otras, como las bacterias
productoras del acido lactico, se veran aumentadas. En el tercer trimestre, se produce un aumento

de proteobacterias, estreptococos y algunos tipos especificos de lactobacilos (173).



En el momento del nacimiento es cuando el recién nacido entra por primera vez en
contacto directo con la microbiota materna, y se ha demostrado que existe una gran similitud entre
el intestino del recién nacido y el de la madre, similitudes apreciables incluso con la leche materna.
Por lo tanto, es a partir de este mismo momento cuando el recién nacido se va a ver expuesto a
grandes comunidades microbianas procedentes del medio que le rodea, tanto en el momento del

nacimiento, como inmediatamente después (176) (Figura 6).
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Figura 6. Esquema resumen de las funciones de la microbiota intestinal. Elaboracion propia.

2.6. Programacion metabdlica temprana

La “hipotesis del origen fetal”” propone que el entorno nutricional y hormonal del feto
desencadenard cambios en la expresion genica, que dard lugar a cambios adaptativos en la
fisiologia y el metabolismo, que podrian comprometer la salud del feto (177), estos son los
denominados cambios epigenéticos, conocidos como mecanismos en los que el ADN y las
proteinas que interaccionan con él, sufren ciertas modificaciones quimicas, pero sin alterar el
cddigo genético (178).

La programacion temprana, por tanto, es un proceso de adaptacion a las condiciones
ambientales, durante las primeras etapas de la vida, que puede alterar la expresion de los genes y

afectar a las funciones y estructuras de diversos érganos y tejidos, aumentando la susceptibilidad




y la probabilidad de que el individuo desarrolle determinados trastornos metabdlicos en la edad
adulta (179).

El enfoque de los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad (Developmental
Origins of Health and Disease, DOHaD) evoluciono de estudios epidemioldgicos de mortalidad
infantil y adulta. Un trio de articulos cientificos publicados en The Lancet por Barker y su equipo
(180, 181) representan quizas las primeras publicaciones mas influyentes en esta area que llevaron
a la hipétesis de los origenes fetales (a menudo llamada "hipétesis de Barker"). Para desarrollar
la hipdtesis, Baker y col. (180) describieron como la desnutricidn fetal en diferentes las etapas de
la gestacion se pueden vincular a diferentes fenotipos de nacimiento, cada uno vinculado a
adaptaciones asociadas con cambios en las concentraciones de hormonas placentarias y fetales y
mas tarde con diferentes anomalias metabdlicas, que modifican permanentemente la estructura,
funcién y metabolismo y aumenta el riesgo de enfermedad metabdlica y coronaria en la edad
adulta.

Esta programacion fetal puede condicionar el crecimiento y desarrollo neonatal en
muchos sentidos, pudiendo ayudar en la prevencion de enfermedades crénicas no transmisibles
tan presentes hoy en dia en nuestra sociedad, como la obesidad, el sobrepeso, la diabetes mellitus
2, hipertension. En la Figura 7 se resumen los factores mas relevantes que pueden influir en esta
programacion metabdlica temprana.

Tipo de parto, microbioma materno, exposicion
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2.6.1. Programacion placentaria

Como se ha comentado anteriormente, la placenta es la interfaz entre madre y feto, y
realiza diversas funciones destinadas a asegurar la supervivencia del feto. Por lo tanto, se puede
afirmar que la placenta es un 6rgano clave en la programacion fetal, ya que puede modificar tanto
la sefializacion hormonal como la cantidad de sustratos que llegan al feto, lo que impacta en su
desarrollo. Numerosos estudios han evidenciado alteraciones de estos procesos en complicaciones
en el embarazo como preeclampsia o retraso del crecimiento intrauterino, ademas, se ha reportado
gue muchas de estas complicaciones pueden afectar a la expresion de transportadores de glucosa
y aminoacidos en la placenta (182). Estos hallazgos sugieren que un desarrollo placentario
inadecuado podria ser la causa de un retraso en el crecimiento intrauterino y, en consecuencia, de

una programacion fetal alterada.

Un aspecto relevante es que la placenta es sintetizada por el feto a partir del trofoblasto,
por lo que comparte su sexo. Esto ha llevado a la hipotesis de que existen diferencias en la
respuesta de placentas que albergan fetos masculinos y femeninos frente a factores estresantes
durante la gestacion, lo que podria contribuir al dimorfismo sexual en la programacién fetal de

enfermedades cardiometabdlicas (183).

La respuesta placentaria y la capacidad de adaptacion a entornos adversos para la madre
pueden verse modificadas por el sexo del feto (184). Se ha sugerido que los varones tienden a
priorizar el crecimiento fetal sobre el crecimiento placentario, siendo asi mas susceptibles a
entornos desafiantes que las hembras (que suelen tener placentas mas grandes). De hecho, también
se han demostrado diferencias sexuales en la respuesta de la placenta a entornos gestacionales
alterados, incluida la hipoxia de mediados a finales del embarazo (185, 186), el asma materna
(187) y los cambios en la dieta materna (188). En cuanto a la edad materna avanzada, el
dimorfismo sexual solo se ha abordado en modelos animales (189), y nunca analizando su posible

asociacion con los niveles de adipoquinas.

2.6.2. Programacion nutricional

La nutricién materna durante el embarazo ejerce una profunda influencia en el desarrollo
fetal, con consecuencias de gran alcance para la salud y el bienestar de la descendencia a lo largo
de la vida. Este fendmeno, conocido como programacion fetal o programacién del desarrollo,
pone de relieve la notable plasticidad del feto en desarrollo en respuesta a las sefiales ambientales,
en particular las relacionadas con la dieta materna (190). La intrincada interaccion entre la
nutricion materna y la programacion fetal subraya la importancia de optimizar la ingesta dietética
materna durante la gestacion para promover un desarrollo fetal saludable y reducir el riesgo de
enfermedades crdnicas en etapas posteriores de la vida. La programacion fetal sirve de marco para

comprender el desarrollo de la salud y la enfermedad, haciendo hincapié en las condiciones



prenatales (191). Esto implica desnutricion o estimulos externos que podrian alterar la fisiologia
y el metabolismo del cuerpo (192). El sistema nervioso central y el sistema inmunitario del feto
son especialmente susceptibles a las alteraciones provocadas por factores ambientales, como la
malnutricion, las toxinas y el estrés, que pueden afectar a los sistemas fisioldgicos maternos (193).
El peso fetal anormal al nacer, se cree que puede verse influenciado por una mala alimentacién
materna, induciendo una mayor propension a desarrollar enfermedades como hipertension,

sindrome metabolico y obesidad mas adelante en la vida (194). .

2.6.3. Programacion mediada por la microbiota
Desde edades muy tempranas, las distintas microbiotas del organismo comienzan a
establecerse, y son susceptibles de alteraciones debido principalmente a la edad, nutricién, el

medio ambiente y los habitos de vida en general (195).

La microbiota intestinal se establece desde los primeros dias de vida. Los 1000 primeros
dias de vida son un momento crucial para el establecimiento de esta, y su composicion estara
condicionada por el tipo de parto (196), el microbioma materno, la exposicion intrauterina a
antibidticos (197), la dieta materna (198) y la dieta del propio neonato y por supuesto la salud
general de la madre, donde factores como el estrés entran en juego (199) y a su vez condicionara
etapas posteriores como la adolescencia (152, 153) y el envejecimiento (200) a través de la
modulacién de las funciones microbianas anteriormente descritas, modulacién del sistema

inmunitario, salud metabdlica y neurodesarrollo.

2.6.4. Laedad materna como condicionante en la programacion fetal
El desarrollo fetal y la infancia son etapas de la vida caracterizadas por el rapido
crecimiento, desarrollo y maduracion de los 6rganos. Las alteraciones bioquimicas, metabélicas
y endocrinas asociadas a la EMA pueden ejercer efectos permanentes y potentes sobre estos

tejidos en formacion (201).

La EMA se ha asociado con resultados obstétricos y neonatales adversos. En este sentido,
la hipertension, la diabetes gestacional, el parto prematuro, la placenta previa, el desprendimiento
prematuro de placenta, la preeclampsia, las anomalias cromosomicas, el bajo peso al nacer, la
restriccion del crecimiento fetal, la macrosomia, el bajo Apgar y la mortalidad perinatal son
complicaciones altamente prevalentes en mujeres con EMA (202). No obstante, algunos estudios
indican que esta relacion podria estar influenciada por factores como condiciones medicas
previas, antecedentes obstétricos y aspectos socioecondmicos maternos independientes de la
edad. Esto plantea la duda de si la EMA por si sola constituye un factor determinante en los
resultados del parto (203).



La edad materna avanzada, presenta una compleja interaccion de factores fisioldgicos y
ambientales que pueden influir significativamente en la programacion metabdlica temprana de la
descendencia (204). Este cambio hacia el retraso de la maternidad se asocia con una multitud de
resultados adversos del embarazo, incluida la diabetes gestacional, los trastornos hipertensivos,
el parto prematuro y el aumento de las tasas de parto por cesarea (205). Estas complicaciones, a
su vez, pueden alterar el delicado equilibrio metabolico del feto en desarrollo, lo que conlleva
consecuencias para la salud a largo plazo que pueden manifestarse en la infancia o en la edad
adulta (31). El entorno intrauterino, moldeado por la salud y el estilo de vida maternos,
desempefia un papel crucial en la configuracion de la trayectoria de desarrollo del feto, influyendo
en la organogeénesis, la diferenciacion celular y el establecimiento de vias metabolicas. Por lo
tanto, comprender los mecanismos a través de los cuales la edad materna avanzada afecta a la
programacion metabélica temprana es esencial para desarrollar intervenciones dirigidas a mitigar

los posibles resultados adversos para la salud en la descendencia (206).

El mayor riesgo de diabetes gestacional en madres mayores es un factor critico en la
programacion metabolica temprana, ya que los niveles elevados de glucosa materna pueden
provocar hiperglucemia e hiperinsulinemia fetales. Esto, a su vez, puede promover un crecimiento
fetal excesivo, una condicion conocida como macrosomia, que aumenta el riesgo de lesiones en
el parto y complicaciones neonatales (207). No solo una patologia como la diabetes gestacional
en si, dietas con indices glucémicos altos, que causan picos de glucosa rapidos, se han asociado
con resultados neonatales adversos como un crecimiento fetal excesivo y resistencia a la insulina

materna (107, 208), sin la necesidad de llegar a desarrollar la patologia propiamente dicha.



3. HIPOTESIS

La edad materna es un factor que puede condicionar el desarrollo y desenlace del
embarazo, algo que se ha puesto de manifiesto previamente a través de la observacion de un
aumento de la morbimortalidad perinatal, asi como de la prevalencia de alteraciones fisioldgicas
gestacionales en mujeres de edad materna avanzada. EI aumento creciente del nimero de
embarazos en esta etapa de la vida y la actual falta de estudios que evalien en profundidad su
implicacion en la salud materno-fetal, plantea la necesidad de investigar como este hecho puede
afectar a factores clave que actan como grandes moduladores del crecimiento y desarrollo fetal,
como la funcionalidad placentaria y la composicion de la microbiota intestinal durante la
gestacion. En este contexto, la dieta materna adquiere un papel central, ya que no solo condiciona
el estado nutricional y metabolico de la madre y es la principal fuente de nutrientes para el feto,
sino que también modula la microbiota intestinal, influyendo en la produccion de metabolitos con
potencial efecto sobre la placenta y el desarrollo fetal. Por tanto, teniendo en cuenta los
antecedentes anteriormente descritos, la hipotesis de la presente Tesis Doctoral es que la edad
materna avanzada podria inducir alteraciones funcionales y genéticas en la placenta, cuya
expresion estaria modulada, en parte, por la calidad de la dieta durante el embarazo y su impacto

sobre la microbiota y la comunicacion materno-placentaria.



4. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es evaluar el impacto que la edad materna avanzada
puede ejercer sobre los hébitos alimentarios de las gestantes, la programacion metabdlica
placentaria, y la microbiota de la madre y del recién nacido, evaluando si dichos factores pueden
condicionar la antropometria neonatal y ejercer un efecto programador clave para un correcto

desarrollo del neonato.
Para lograr este objetivo general, se han establecido los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar la ingesta total de alimentos, nutrientes y polifenoles en mujeres embarazadas
espariolas, comparandola con los valores de referencia dietéticos establecidos, y analizar las
posibles correlaciones entre dichas ingestas dietéticas y las medidas antropométricas del recién

nacido.

2. Estudiar la influencia de la edad materna avanzada sobre la secrecion de adipoquinas
placentarias y sus efectos a nivel endocrino y paracrino, asi como su posible implicacion en el

perfil antropométrico del recién nacido.

3. Analizar como la edad materna avanzada afecta la funcionalidad placentaria, mediante el
analisis de la expresion génica y proteica de los principales transportadores de nutrientes y su

papel en la transferencia materno-fetal.

4. Analizar las alteraciones en la composicion y diversidad de la microbiota intestinal materna y
neonatal asociadas a la edad materna avanzada, evaluando tanto la diversidad bacteriana global,
como las variaciones en la abundancia diferencial, a nivel de familias y géneros y su posible

relacién con factores dietéticos maternos y parametros del desarrollo neonatal.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Captacion
La captacion de mujeres gestantes se llevo a cabo con la colaboracion de dos hospitales
espanoles, el Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada y el Hospital Virgen de la
Arrixaca de Murcia. El periodo de captacion fue desde junio de 2022 hasta enero de 2024 y se
llevé a cabo durante las primeras revisiones ginecoldgicas de mujeres embarazadas en torno a la
semana 12 de gestacion. El estudio fue aprobado por el Comité Bioético de Investigacion con
sujetos humanos (Referencia 27/04/2020/4/2020).

Para el correcto desarrollo del proceso de captacion se establecieron junto con el equipo
de obstetricia y ginecologia los siguientes criterios de inclusion y exclusion:: aceptar libremente
participar en el estudio y tener el consentimiento informado firmado por la voluntaria o los
padres/tutores legales del recién nacido; mujer embarazada con un embarazo de curso normal;
indice de masa corporal de 18-30 kg/m? al inicio del embarazo y gestacion simple; los criterios
para ser excluidas del estudio fueron: enfermedad crénica que requiera tratamiento a largo plazo,
desnutricién, obesidad mérbida o bajo peso, malformaciones cromosémicas o congénitas, retraso
del crecimiento uterino, muerte fetal, no aceptacion del consentimiento informado para participar

en el estudio por parte del voluntario o de los padres/tutores legales del recién nacido.

Una vez se informé a las gestantes sobre los objetivos del estudio, y se obtuvo el
consentimiento informado por su parte, las mujeres embarazadas fueron seleccionadas en base a
su edad para pertenecer al grupo de estudio o control. Teniendo en cuenta los objetivos principales
de la presente Tesis Doctoral, que incluyen el analisis de la expresion génica y proteica en
placenta, la composicion de la microbiota intestinal materna y neonatal, y la evaluacion de habitos
dietéticos, se estim6 un tamafio muestral suficiente para detectar diferencias significativas entre

dos grupos (control vs. EMA) en variables continuas y categoricas.

Para ello, se asumieron los siguientes pardmetros para un célculo estimado del tamafio

muestral:

e Nivel de significancia: a = 0.05

e Potencia estadistica deseada: 80% (1 — 3 = 0.80, donde B es la probabilidad de
cometer un error)

e Diferencia minima clinicamente relevante (d) en variables continuas: d = 0.5 DS

(donde DS es la desviacion estandar)

Bajo estos criterios, y asumiendo una prueba bilateral para comparar medias entre dos
grupos independientes (test t o0 U de Mann-Whitney), se requeriria un minimo de 63 sujetos por

grupo para detectar una diferencia media con tamafo del efecto de 0.5 y potencia del 80%.



Considerando la posibilidad de pérdidas durante el seguimiento o la obtencion de
muestras no validas, estimadas en hasta un 20%, conforme a lo observado habitualmente en
estudios longitudinales que implican la recoleccion de muestras biolégicas, se decidié ampliar el
tamafio muestral hasta 100 gestantes por grupo. Esta ampliacion tuvo como objetivo garantizar
una potencia estadistica suficiente para detectar diferencias significativas entre grupos,
permitiendo ademas el ajuste por covariables y la realizacion de analisis multivariantes o

estratificados. Como resultado, los grupos de estudio fueron:

- Grupo control (n=100), madres primiparas de 20 a 34 afios de edad

- Grupo EMA (n=100), madres primiparas de edad igual o superior a 35 afios.

Este tamafio muestral es también consistente con estudios similares previos que han
analizado diferencias en expresion génica, proteica y composicién de microbiota en poblaciones

humanas.

El diagrama de flujo de trabajo junto con las pérdidas sufridas durante el proceso se

explica en la Figura 8.
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Figura 8. Diagrama de flujo del proceso de captacién de gestantes voluntarias. Elaboracién propia.




5.2. Recogida de muestras
La recogida de muestras y datos se realiz6 en dos fases, una en el mismo momento de la
captacion, y otra en el momento del parto donde ademas se recolectaron datos tanto de la madre

como del neonato.

5.2.1. Primera fase

Esta fase comprende desde el momento de la captacidn, hasta el momento del parto.

5.2.1.1. Datos maternos
Estos datos fueron obtenidos y cedidos por los hospitales implicados en el estudio.
Personal cualificado y con acceso a las bases de datos privadas de los hospitales, volcaron la
informacidn necesaria en una base de datos a la que solo personal autorizado ha tenido acceso.
Ademas, todos los datos fueron codificados y anonimizados de acuerdo con el Reglamento
General de Proteccion de Datos (GDPR).

- Datos clinicos: fecha de nacimiento, fecha del Gltimo periodo, fecha estimada de parto,
método de concepcidn, abortos previos, peso, estatura, IMC, patologias previas,

medicacion, suplementos.

521.2. Extraccion de sangre
En la misma visita, el personal sanitario encargado para ello tom6 una muestra de sangre
por participante en tubos con anticoagulante (EDTA) para el andlisis hematolégico y con gel
separador para el andlisis bioquimico de las mismas. Los datos obtenidos de estas muestras

fueron:

- Anadlisis completo de sangre (hematologia y bioquimica) del primer trimestre. En él se
incluyeron: recuentos de células sanguineas completas, serologias, analisis de orina y
urocultivo (glucosuria, proteinuria, bacteriuria, leucocituria y/o nitritos y hematuria),
TSH, O'Sullivan, prueba de Coombs indirecta, PAPP-A, Beta-HCG, triple screening y
una bioguimica (glucosa, creatinina, &cido Urico, bilirrubina total, fosfatasa alcalina,
GOT, GPT, hierro, ferritina, colesterol, HDL, LDL, triglicéridos, calcio, potasio, sodio y

fosfato).

5.2.1.3. Muestras fecales
A cada participante se le facilitd un recipiente estéril de recogida de muestras fecales en
la consulta ginecoldgica que llevaron en dias posteriores al mismo hospital. Las muestras fueron
transportadas en frio y conservadas en un ultracongelador a -80°C para el posterior analisis de la
porcion hipervariable del gen 16S a fin de determinar las comunidades bacterianas mas

abundantes en las muestras.



5.2.2. Segunda fase

Esta fase se desarrolla el mismo dia del parto.

5.2.2.1. Datos del parto y del neonato
En la misma base de datos donde se volcé la informacion de las gestantes en la semana
12 de gestacion, el dia del parto, el personal sanitario reflejé también: fecha de parto, semana y
dia de gestacion, si el parto se inicio de forma espontanea o fue inducido y cémo finalizé el parto,
cesarea o vaginal. Respecto al neonato, se reflejaron los datos de sexo, peso al nacimiento,

longitud y perimetro cefélico.

5.2.2.2. Muestras de placenta

Tras el parto, se examin6 el tamafio, forma, consistencia e integridad de la placenta, por
parte de las enfermeras y matronas que asistieron el mismo. Se comprobo la ausencia de I6bulos
accesorios, infartos placentarios, hemorragias, tumores y nédulos. Se obtuvieron varias muestras
de 6x6x6 cm de cotiledones, excluyendo las membranas placentarias y de la parte central,
evitando zonas de necrosis, infarto o calcificacion. Inmediatamente, las muestras fueron lavadas
por separado con una solucién fria de NaCl al 0.9% con hidroxitolueno butilado al 0.1%. La
mayoria se guardaron en recipientes estériles destinados a ello y codificados segun el nimero de
muestra y se almacenaron en congeladores a -80°C para la posterior extraccion proteica del tejido.
Previo a su congelacion, una porcion de placenta se sumergié en RNAlater (ThermoFisher
Scientific, Whatam, MA, EE.UU.) durante 24 horas a 4°C a fin de que el reactivo penetrase
correctamente en el tejido para evitar la degradacion del material genético. Pasadas estas horas,
estas porciones se conservaron también en un ultracongelador a -80°C hasta que fueron usadas

para extraccion de ARN y determinacion de la expresion génica.

5.2.2.3. Extraccion de sangre
Previo al parto, el personal encargado para ello tom6 una muestra de sangre por paciente
en tubos con anticoagulante (EDTA) para el anlisis hematoldgico y con gel separador para el

analisis bioquimico de las mismas.

- Analisis completo de sangre (hematologia y bioquimica) en el momento del parto. En él
se incluyeron: recuentos de células sanguineas completas, serologias, analisis de orina y
urocultivo (glucosuria, proteinuria, bacteriuria, leucocituria y/o nitritos y hematuria),
TSH, O'Sullivan, prueba de Coombs indirecta, PAPP-A, Beta-HCG, triple screening y
una bioguimica (glucosa, creatinina, &cido drico, bilirrubina total, fosfatasa alcalina,
GOT, GPT, hierro, ferritina, colesterol, HDL, LDL, triglicéridos, calcio, potasio, sodio y

fosfato).



5.2.2.4. Muestras fecales
De nuevo, se recogieron muestras fecales, si no el mismo dia del parto, en dias posteriores
cercanos a este. Siguiendo el mismo procedimiento descrito en la primera fase, se le facilit6 a
cada participante botes estériles, y las muestras fecales fueron entregadas en el mismo hospital y
conservadas como se ha descrito anteriormente.

En el caso de los recién nacidos, se recogieron muestras de los primeros meconios con un
hisopo estéril directamente del pafal y se conservaron siguiendo el mismo procedimiento que

para las muestras fecales maternas.

Estas muestras, fueron codificadas igual que las de la primera fase y almacenadas a -80°C
hasta su procesado y andlisis de las regiones hipervariables del gen 16S del ARN ribosémico
(ARNr) son nueve segmentos (V1-V9) que varian entre diferentes bacterias, Gtiles para identificar
y clasificar bacterias a nivel de especie y género, porque son una fuente importante de informacién
genodmica para estudios de taxonomia y filogenia, es un componente de todos los sistemas

autorreplicantes y posee una funcidn esencial en la sintesis de las proteinas.

5.3. Evaluacion nutricional

Para evaluar la ingesta total de nutrientes en el registro dietético se utilizé un cuestionario
semicuantitativo de frecuencia de consumo de alimentos (FFQ), previamente validado en la
poblacion espafiola de mujeres embarazadas (209). Estos cuestionarios, evallan la ingesta
habitual de una poblacién durante un tiempo especifico y, al ser semicuantitativo, se presenta con
un tamafio de raciones de los alimentos para ajustar al maximo posible el consumo. EI FFQ incluia
una variedad de alimentos (87 items), clasificados en siete grupos como productos lacteos;
huevos, carnes y pescados; verduras y legumbres; frutas; pan, cereales y otros; aceites, grasas y
productos procesados; bebidas y varios. Ademas, el tamafio de la racién de cada alimento se
especificd de acuerdo con el atlas de raciones alimentarias Encuesta Nacional de Alimentacion
en la poblacién Infantil y Adolescente (ENALIA) (210). ElI FFQ consta de 9 posibles respuestas
basadas en la frecuencia de consumo: nunca; 1-3 veces/mes; 1/semana; 2-4/semana; 5-6/semana;
1/dia; 2-3/dia; 4-5/dia; 6 0 mas/dia. EI FFQ se completd una vez durante el embarazo, en el

periodo comprendido entre las semanas 15 y 20 de gestacion.

Para reducir el sesgo y mejorar la tasa de respuesta y la exactitud de los datos obtenidos,
los FFQ fueron realizados con la compafiia de personal capacitado, una nutricionista, que ayudd
a responder las preguntas. Los datos de frecuencia de consumo recogidos en el cuestionario se
convirtieron en gramos de alimento mediante la estimacion de raciones proporcionada por el atlas
ENALIA anteriormente mencionado. En el cuestionario se especificaba el tamafio de una racion
para cada alimento y la frecuencia de consumo (por dia, semana o mes). A partir de esta

informacién, y considerando semanas de 7 dias y meses de 30 dias, se estimo la cantidad diaria



en gramos de cada alimento consumido. Posteriormente, estos gramos se transformaron en
nutrientes utilizando la base de datos espafiola de composicion de alimentos Novartis (211) De
este modo, se pudo estimar la ingesta diaria de distintos nutrientes, incluyendo energia total,
macronutrientes (proteinas, grasas e hidratos de carbono) y micronutrientes (vitaminas y

minerales esenciales).

Las ingestas medias de nutrientes por grupo, calculadas como previamente se ha descrito,
se compararon con los valores de referencia indicados por la Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion (AESAN) (212) para la poblacion gestante. Para la comparacion de las
medias y los valores de referencia dietéticos (VRD) de las embarazadas espafiolas, las variables

se transformaron logaritmicamente con el fin de representarlas en la misma escala.

Ademas, el mismo FFQ fue usado para la estimacion de consumo de polifenoles. Para
ello, la base de datos Phenol-Explorer 3.6 fue utilizada (213). Este recurso proporciona datos
sobre el contenido total de polifenoles de los alimentos mediante el método de Folin-Ciocalteu y
las concentraciones de las distintas familias y subfamilias de polifenoles (213, 214). Las
cantidades totales de cada subfamilia de polifenoles se utilizaron para estimar la ingesta total de
polifenoles de cada participante. Las subfamilias de compuestos fendlicos se clasificaron en
varios grupos principales segun los criterios de Phenol-Explorer: (a) flavonoides (incluidas
antocianinas, chalconas, dihidrochalconas, dihidroflavonoles, flavanoles, flavanonas, flavonas,
flavonoles e isoflavonoides); (b) acidos fendlicos (como Aacidos hidroxibenzoicos, &cidos
hidroxicinamicos, acidos hidroxifenilacéticos, acidos hidroxifenilpropenos y 4&cidos
hidroxifenilpropanoicos); (c) lignanos (lignans); (d) estilbenos (stilbenes); y (e) otros polifenoles
(alquilmetoxifenoles, alquilfenoles, hidroxibenzaldehidos, hidroxibenzocetonas,
hidroxicumarinas, metoxifenoles, naftoquinonas, tirosoles y otros polifenoles). Para estimar el
contenido en polifenoles de alimentos complejos, incluidos algunos alimentos procesados, las
muestras se separaron segun sus ingredientes principales, siguiendo recetas comerciales tipicas,

y se ajustaron utilizando factores de rendimiento de coccidn (213-215).

5.4. Procesado de las muestras bioldgicas

5.4.1. Aislamiento de ARN
Se procedi6 a la extraccion de RNA utilizando la muestra recogida para ello tras el parto

y sumergida en RNAlater, unos de 0.08g de tejido.

Debido a las especiales caracteristicas de la muestra, a la elevada presencia de RNAsas y
para evitar su degradacion, el método de extraccion utilizado fue con una mezcla de tiocianato de
guanidinio-fenol-cloroformo, el cual utiliza un TRIagente que contiene tiocianato de guanidinio
para desnaturalizar proteinas, y un fenol, disolvente organico. La solucion tampoén de TRlagente

mantiene la integridad de los ARN, rompe las células y desnaturaliza las proteinas. Este método



se basa en los trabajos de Piotr Chomczynski y Nicoletta Sacchi, realizados en 1987 y 2006 (216,
217).

Tras su descongelacion, se elimind el RNAlater en el cual estaba el tejido. Tras ello, el
primer paso fue afiadir el tejido con 800ul de TRIzol y se procedid a su homogeneizacion manual
en un homogeneizador de vidrio. Se incub6 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la
completa disociacion de los complejos nucleoproteicos para después centrifugar las muestras para
eliminar los residuos celulares a 12000 g durante 5 minutos y a temperatura ambiente. El

sobrenadante se transfirié a un tubo eppendorf nuevo.

En este punto, comienza el proceso de separacion de las distintas fases. El sobrenadante
recogido se incubd otros 5 minutos a temperatura ambiente y acto seguido se afiadié 0.2 ml de
cloroformo por cada 1 ml de TRIzol afiadido al principio del proceso, trabajando dentro de la
campana de extraccion en todo momento, por lo tanto, afiadimos 160 pl de cloroformo. Se vorted
durante 15 segundos hasta conseguir un color homogéneo rosa, y se incubaron las muestras 3
minutos a temperatura ambiente antes de centrifugarlas durante 15 minutos a 12000 g a 4°C. Esta
centrifugacion hace que se separe la muestra en dos fases; el ARN se mantiene en la fase acuosa
exclusivamente, que es la que transferiremos a un nuevo tubo y trabajaremos con ella. Se
encuentra también una interfase, con ADN y al fondo del tubo una fase organica con proteinas y

lipidos.

Tras obtener la fase acuosa y pasarla a un nuevo tubo eppendorf, se precipité el ARN
afiadiendo 0.5 ml de isopropanol frio por cada 1 ml de TRIzol del principio. En este caso se
afiadieron 400 ul. Tras una mezcla completa mediante pipeteo suave e inversion se incuba 10
minutos a 4°C para centrifugarlo de nuevo a 12000 g 10 minutos a la misma temperatura. El pellet

formado en el fondo de cada tubo que corresponde al ARN precipitado.

Por altimo, el ARN precipitado se lava con 1 ml de etanol al 70% por cada 1 ml de TRIzol
afiadido en la primera fase; es decir, sobre el mismo pellet se afiade 1 ml de etanol al 70%. Para
mezclarlo bien, se agita en vortex antes de llevarlo a centrifugar a 7500 g a 4°C durante 5 minutos.

Tras esta centrifuga, se elimina el etanol y se deja secar cada muestra durante 10-15 minutos.

Finalmente, se resuspende el ARN en un volumen total de 60 pl de agua fria tratada con
DEPC (Invitrogen Carlsbad, CA, EE.UU.).

La cantidad y pureza del ARN aislado se determinaron por espectrofotometria
(NanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific) a 260/280 nm. EI RNA aislado se conservé a -80°C

hasta su posterior uso.



5.4.2. Extraccion de proteinas
El tejido placentario se utilizo para extraccion proteica del mismo. Para ello se utilizaron
unos 0.5 g de tejido que se homogeneizaron manualmente en un Potter-Elvehjem de vidrio
utilizando el tampon de extraccion T-PER (Tissue Protein Extraction Reagent ThermoFisher
Scientific, Whatam, MA, EE.UU). El homogenado resultante se centrifugé a 10000 g durante 5
minutos a 4 °C para eliminar restos celulares siguiendo las instrucciones del fabricante,

conservando el sobrenadante obtenido a -80°C hasta su posterior uso.

5.5. Determinacion del perfil de adipoquinas en placenta

5.5.1. Determinacion de adipoquinas mediante Bio-Plex

La determinacidn de las principales adipoquinas implicadas en el trabajo presente, se
llevé a cabo mediante el ensayo Bio-Plex ProHuman Diabetes Assays (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA, EE.UU.). Este ensayo es una tecnologia basada en inmunoensayos de maltiples
parametros que utiliza microesferas fluorescentes recubiertas con anticuerpos especificos para la
deteccion simultanea de multiples analitos en una misma muestra. En este sistema, las
microesferas, diferenciadas por distintos niveles de fluorescencia, se acoplan a biomoléculas de
interés, como citocinas, hormonas o proteinas. Tras la incubacién con la muestra, los analitos
presentes se unen a sus respectivos anticuerpos en las microesferas. Posteriormente, un segundo
anticuerpo marcado con un fluoréforo, permite la deteccion mediante citometria de flujo en un
analizador Bioplex-200 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, EE.UU.). La intensidad de
fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de analito presente en la muestra, lo que

permite su cuantificacion precisa mediante curvas de calibracion.

Para ello, se utilizd extracto proteico de placenta con una dilucién 1:2. La lectura de las
microesferas presentes en cada pocillo placa se llevé a cabo en el equipo LABScan 100 system
(Luminex Corporation, Texas, EE.UU.) con el software xPONENT para la adquisicion de datos.
Este equipo se basa en la citometria de flujo con laseres que excitan los fluor6foros presentes en
las microesferas. Los resultados fueron expresados en Unidades de Fluorescencia Media (MFI,
Mean Fluorescence Intensity), las cuales se extrapolaron a una curva estandar y se analizaron

dichos datos. Las adipoquinas estudiadas y su rango de deteccidn se muestran en la Tabla 5.



Tabla 5. Adipoquinas placentarias medidas a través del kit Bio-Plez Pro Human Diabetes Assay y sus
rangos de fluorescencia.

Grelina 100 - 233
GIP 1.140 - 2.659
GLP-1 1.788 -4.173
Glucagon 2.594 - 6.052
Insulina 130 - 303
Leptina 289 - 555
PAI-1 157 — 365
Resistina 238 — 555
Visfatina 1.357 - 3.167

5.5.2. Determinacion de Irisina mediante enimoinmunoensayo
La cuantificacion de Irisina se realizd mediante el kit Human Irisin ELISA Kit (Thermo
Fisher Scientific Inc., Viena, Austria). El ensayo ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
se basa en la interaccion especifica antigeno-anticuerpo y el uso de una enzima conjugada a un

anticuerpo que genera una sefial colorimétrica detectable.

Igualmente se realiz6 en extracto proteico de placenta. La absorbancia de la reaccién se
determind a 450 nm en un lector de placas Bio-Tek (Bio-Tek, Vermont, EE.UU.).

5.6. Retrotranscripcion y Analisis de la expresion génica mediante PCR
cuantitativa a tiempo real

5.6.1. Retrotranscripcion

Para la sintesis del ADN complementario (CADN) se llevd a cabo una retrotranscripcion
del ARN obtenido. Para ello, se utiliz6 el kit de retrotranscripcion High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific), con 2 ug de ARN por muestra con el fin de obtener
cDNA, una biomolécula més estable que permite su manejo de forma mas segura. Para llevar a
cabo este proceso, el propio kit proporciona una mezcla de cebadores aleatorios, mezcla de
desoxirribonuclettidos (dNTP), la enzima encargada de llevar a cabo la reaccion llamada
transcriptasa inversay el tampon de retrotranscripcion, para asegurar las condiciones 6ptimas para
el trabajo de la enzima. Todo ello, en las condiciones indicadas por la casa comercial, y expresadas
en la Tabla 6, junto con el ARN obtenido previamente, se incubé en un termociclador
(QuantStudio 5, Thermo Fisher), durante 10 minutos a 25 °C, con el fin de que los cebadores se

hibridasen con su secuencia complementaria; 2 horas a 37°C para que tenga lugar la



retrotranscripcion ya que la enzima alcanza su temperatura 6ptima y cataliza la sintesis de cDNA,
seguido de 5 minutos a 85°C para desactivar la enzima. EI cDNA sintetizado se conservo a -20°C

hasta su posterior uso para determinacion de expresion génica.

Tabla 6. Volimenes necesarios de reactivo para llevar a cabo la retrotranscripcién de ARNm con el kit
de retrotranscripcion High Capacity cDNA Reverse Transcription KIT.

10X Tampdn de RT 2yl
25X dNTP Mix (100mM) 0.8 ul
10X RT Primers aleatorios 2 ul
MultiScribe transcriptasa inversa 1l
H.O tratada con DEPC 4.2 ul
Volumen TOTAL por reaccién 10 pl

H,0O: agua; DEPC: dietilpirocarbonato.

5.6.2. Analisis de la expresion génica mediante PCR cuantitativa a tiempo real
La expresion de los genes implicados en el transporte de nutrientes se determind mediante
PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR), denominada
asi ya que partimos de cDNA obtenido a partir de ARNm en la retrotranscripcion anteriormente

descrita.

El método de cuantificacién de la expresion de ARN fue el de sondas TagMan especificas
para cada gen, que permiten la deteccion exclusiva de secuencias especificas. Los
oligonucleétidos utilizados en esta estrategia presentan una longitud de 20 a 24 bases y se hibridan
de manera complementaria con una secuencia interna del fragmento de ADN objetivo. Estas
sondas estan marcadas en el extremo 5’ con un fluoréforo donador (reporter), como FAM y VIC
en este caso, Yy en el extremo 3’ con un aceptor o molécula apagadora (quencher), generalmente
TAMRA, que absorbe la fluorescencia emitida por el fluor6foro donador. Para que este
mecanismo sea eficiente, el espectro de emisién del fluor6foro donador debe solaparse con el
espectro de absorcion del quencher. En estado intacto, la proximidad entre ambos fluoréforos
permite la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET, Fluorescence
Resonance Energy Transfer), evitando la deteccion de sefial fluorescente. Durante la fase de
elongacion de la amplificacion, la sonda hibridada con su secuencia complementaria permanece
unida a la hebra de ADN y flanqueada por cebadores especificos. Al avanzar la Tag-polimerasa
sobre la hebra molde, su actividad exonucleasa 5°-3 degrada la sonda, liberando el fluoréforo
donador, lo que permite la emision de fluorescencia. La sefial fluorescente es detectada en tiempo

real, y su intensidad es proporcional a la cantidad de secuencias diana presentes en la muestra.



Para ello, se utilizo el sistema de de PCR en tiempo real QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific
,Watham, MA, EE.UU).

Durante la fase exponencial del proceso de amplificacion, se define un umbral
denominado cycle threshold (Ct), que corresponde al ciclo en el cual el incremento de la sefial
fluorescente se vuelve estadisticamente significativo y se distingue de la fluorescencia de fondo
(background). La deteccion de este umbral ocurre en un punto critico en el que la amplificacién
del ADN alcanza un nivel detectable. En este contexto, una mayor cantidad de copias iniciales
del ADN diana permite alcanzar el umbral de fluorescencia en un menor nimero de ciclos,
reflejando una correlacion inversa entre la concentracién inicial de la muestra y el valor de Ct.
Para la cuantificacion, se emple6 el método de comparacion de cycle threshold (Ct), conocido
como el método 2°-AACt, descrito por Livak y Schmittgen en 2001 (218). Este enfoque permite
estimar la cantidad relativa de ADNc, expresada en unidades de expresion de la diana estudiada,
tras su normalizacion con un gen de referencia (housekeeping gene). La normalizacion mediante
este gen enddgeno corrige posibles variaciones en la cantidad de ARN inicial y en la eficiencia
de la transcripcion reversa, garantizando una cuantificacion méas precisa de la expresion génica

relativa.

Para la eleccién del gen enddgeno adecuado, se testaron 32 genes enddgenos en humanos
mediante TagMan Array Human Endogenous Control (Thermo Fisher Scientific ,Watham, MA,
EE.UU). Finalmente, el gen CASC3 resulto ser el gen que se expresaba de manera mas constante
en ambos grupos de estudio y, por tanto, el gen elegido como enddgeno para la normalizacion de

cada gen diana.

Las sondas utilizadas en cada PCR se muestran en la Tabla 7. Se llevo a cabo mediante
ensayo multiplex, esto quiere decir que en un mismo pocillo se midi6 tanto el gen estudio (target)
como el gen enddgeno. Esto es gracias a la aplicacion de dos fluoréforos diferentes para cada gen,
en nuestro caso, todos los genes a estudiar fueron marcados con FAM y el gen target fue marcado
con VIC. En una placa de 96 pocillos las muestras fueron analizadas por duplicado. Cada reaccion

tuvo un volumen final de 10 pl cuya composicion se muestra en la Tabla 8.

El andlisis de la curva de fusion fue usado para confirmar el tamafio del producto final de
la PCR.

Tabla 7. Sondas TagMan de genes estudiados y su referencia. Todos de la casa comercial
ThermoFisher.

CD36 Hs00354519_m1




DMT1 Hs00167206_m1
FABP3 Hs07287863_m1
FABP4 Hs01086177_m1
GLUT4 Hs00892681_m1
LAT1 Hs01001189_m1
SLC27A1 Hs01587911_m1
SNAT1 Hs01562175_m1
CASC3 Hs00201226_m1

Tabla 8. Volimenes de reactivos necesarios para llevar a cabo la RT-gPCR.

Master Mix TagMan Gene 10 ul
Expression 2X

TagMan Gene Expression Assay 1ul
20X (sonda gen studio)

TagMan Gene Expression Assay 1Tul

20X (sonda gen enddgeno)

H.O tratada con DEPC 6 ul
cDNA 2l
TOTAL 20 pl

H.0O: agua; DEPC: dietilpirocarbonato.

5.7.  Analisis de la expresion proteica mediante Western Blot
Este analisis permite la deteccién y cuantificacion de proteinas especificas presentes en
las proteinas totales extraidas previamente, mediante una electroforesis en geles de poliacrilamida
y su posterior transferencia a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF), incubadas con

anticuerpos especificos para cada proteina.

Para el analisis de la expresion de proteinas placentarias implicadas en el transporte de
nutrientes de la madre hacia el feto, se utilizd el homogenado de extraccién proteica descrito
previamente. Para la cuantificacion de la cantidad de contenido proteico se utilizé el kit Thermo
Scientific Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific Inc., Hanover Park, IL, EE.UU.) y
la lectura de las absorbancias y concentraciones se llevd a cabo en el sistema Bio-Tek Tek (Bio-
Tek, Vermont, EE.UU.).



Se normalizaron las muestras de tal forma que se tom6 15 pg de proteina para mezclarlos
con un tampdn de carga comercial 4x Laemli Sample Buffer (Bio-Rad California, EE.UU.) y B-

Mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) y se calentaron durante 5 minutos a 95°C.

Se procedid entonces a la separacion de las proteinas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida stain-free de 4-20% (Mini-Protean-TGX Stain-free Gels, Bio-Rad California,
EE.UU.). Se llevd a cabo en cubeta de electroforesis vertical (Criterion; Bio-Rad California,
EE.UU.) a un voltaje constante de 300 V durante 20 minutos. Acto seguido, los geles fueron
activados mediante exposicion a luz UV utilizando el sistema ChemiDoc Imaging System (Bio-
Rad California, EE.UU.), lo que permitié la deteccion de la proteina total en cada carril sin

necesidad de tincién adicional.

Tras ello, se procedié a la transferencia de las proteinas desde el gel a una membrana
TransBlot Turbo Mini-Size PVDF Membrane (Bio-Rad California, EE.UU.). Esta se llevo a cabo
de forma himeda con un buffer de transferencia compuesto por agua, metanol y Tris-Glicina 1X
(preparado a partir de Transfer-Blot-Turbo 5X, Bio-Rad California, EE.UU.) y previa activacion
de las membranas con metanol. Se realiz6 a 25V durante 3 minutos en el sistema de transferencia
himeda Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad California, EE.UU.).

Una vez finalizada la transferencia, las membranas se bloguearon con leche en polvo
desnatada al 5% diluida en Tris-buffered saline with Tween 20 (TBS-T) (Tris 50 nM, NaCl 0.15
M y Tween 20 0.1%) durante 1 hora en agitacion mecanica. Tras este proceso, las membranas
fueron lavadas 2 veces con Tris Buffered Saline (TBS) (Tris 50 nM, NaCl 0.15 M) durante 5
minutos para eliminar los restos de buffer de blogqueo, y se procedi6 a la incubacion de los
anticuerpos primarios durante 18 horas a 4°C en agitacion mecénica continua. Los anticuerpos
utilizados y sus diluciones pueden consultarse en la Tabla 9. Los anticuerpos monoclonales fueron
diluidos en TBS-T, mientras que aquellos policlonales fueron diluidos en leche en polvo
desnatada al 2% en TBS-T. Tras la incubacion del anticuerpo primario se procedié a lavar la
membrana 3 veces con TBS-T durante 5 minutos cada lavado y posteriormente se incubd el
anticuerpo secundario que correspondia a cada gen diluidos a distintas concentraciones en leche

desnatada al 2% en TBS-T durante una hora a temperatura ambiente y en agitacion mecéanica.

Tabla 9. Anticuerpos, diluciones e informacion utilizados para la determinacién proteica mediante
Western Blot.

Especie Peso Casa
Anticuerpo Tipo Dilucion
huésped molecular comercial
Anti-DMT1 Ratén Policlonal 1:250 64 kDa Santa Cruz
Anti-CD36 Conejo Monoclonal 1:1000 70-110 kDa | CellSignalling

Anti-SNAT1 Raton Monoclonal 1:1000 54 kDa CellSignalling




Anti-FABP3 Ratén Monoclonal 1:5000 14 kDa CellSignalling
Anti-FABP4 Raton Policlonal 1:5000 15 kDa CellSignalling
Anti-LAT1 Ratén Policlonal 1:5000 39 kDa CellSignalling
Anti-GLUT1 Conejo Monoclonal 1:2000 45-60 kDa CellSignalling

A continuacion, se lavaron las membranas dos veces con TBS-T durante 10 minutos y
una ultima vez con TBS durante otros 10 minutos. Las bandas obtenidas de cada union de
anticuerpo a las proteinas de la membrana fueron detectadas por quimioluminiscencia con el
reactivo Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad California, EE.UU.). La cuantificacion de la
sefial de las bandas se realiz6 mediante ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad California,
EE.UU.). Para cada muestra, la intensidad de la banda correspondiente a la proteina diana fue
normalizada frente a la sefial de proteina total del mismo carril, obtenida de la imagen stain-free
inicial. Los resultados obtenidos fueron analizados con el software ImagelLab 6.1 (Bio-Rad
California, EE.UU.).

5.8. Analisis de la composicion microbioldgica fecal
Para el anélisis de microbiota fecal se incluyé la secuenciacién de marcadores
filogenéticos a partir de las regiones variables V3 y V4 del gen rRNA 16S bacteriano a partir del
material gendmico presente en las muestras biologicas de las madres y del meconio de los recién

nacidos.

La extraccion de RNA a partir de las muestras de heces y meconio, la generacion de
librerias de 16S asi como su secuenciacion, fue realizado por el personal de la Unidad de

genomica del Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez-Neyra”.

Para la extraccion del material genémico de partida se utiliz6 el kit QlAamp PowerFecal
Pro DNA siguiendo las recomendaciones de ©QIAGEN para una extraccion en QlAcube. Las
librerias de 16S se construyeron siguiendo el protocolo de PCR en dos pasos recomendado por el

fabricante Illumina (Illumina 16S Metagenomic Sequencing Library Protocol).

La amplificacion especifica de la region VV3/V4 del gen rRNA 16S se hizo por triplicado
utilizando los primers Pro341F (TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG
CCT ACG GGN BGC ASC AG)/ Pro805R (GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA
GAG ACA GGA CTA CNV GGG TAT CTA ATC C) (219). Las condiciones de PCR fueron
95°C 37; (95°C 307; 75°C 107; 55°C 307; 72°C 30") x 25 ciclos; 72°C 5; mantener a 4°C. Para
minimizar la amplificacion del gen rRNA 16S mitocondrial y/o cloroplastidial a partir del DNA

eucariota presente en el material biolégico, se incluyeron dos PNAs especificos de dicha region



como blogqueadores de PCR (220) MPNA (GGC AAG TGT TCT TCG GA) y pPNA (GGC TCA
ACC CTG GAC AG) a una concentracion final de 2.5 uM.

Tras la amplificacion, los triplicados de cada muestra se combinaron. El segundo paso de
PCR de indexado asi como las limpiezas mediante bolas magnéticas SPRI (inmovilizacion
reversible en fase sélida) se hicieron siguiendo el protocolo anteriormente citado. Como control

negativo del proceso de produccidn de librerias se incluy6é una muestra sin DNA genomico.

Las librerias finales se cuantificaron mediante fluorometria y se normalizaron a una
concentracion final de 5 nM. Un volumen fijo de cada libreria se combind para generar un pool
que se sometié a un analisis mediante electroforesis microfluidica en gel (Bioanalyzer 2100,
Agilent Technologies) usando el Kit DNA HS. A partir del electroferograma generado se
determiné la correcta distribucion de tamafios de las librerias y el tamafio medio en bp fue
utilizado para calcular la molaridad final del pool tras su cuantificacion fluorometrica en el equipo
Qubit 3.0 (Thermo). El pool de librerias fue desnaturalizado y diluido siguiendo las indicaciones
de la guia de usuario del equipo Miseg® de Ilumina® (https://support-
docs.illumina.com/IN/MiSeq_DnD/Content/MiSeqg/DnD-MiSeq.htm?protocol=standard). La

secuenciacion se llevo a cabo en este equipo con un cartucho V3 de 600 ciclos y con una
configuracion de lectura de 2x275 pares de bases. Tras la secuenciacién se obtuvo una
profundidad de lectura media por muestra de mas de 75000 lecturas pareadas (153689 lecturas
totales por muestra). Solamente 4 muestras resultaron negativas para la secuenciacion
coincidiendo con las 4 muestras para las que no se obtuvo suficiente DNA genémico por falta de

material.

5.9. Procesado y elaboracion de figuras

Todas las figuras y esquemas incluidos en este trabajo han sido disefiados, procesados y

elaborados por la autora utilizando la plataforma BioRender (https://BioRender.com).

5.10. Andlisis estadistico

5.10.1. Caracterizacion de la poblacion
En la caracterizacion de los rasgos sociodemograficos de la poblacion estudiada se
utilizaron la media y el error estandar de la media (EEM), para las variables continuas, y las

frecuencias absolutas (valor n) y relativas (%), para las variables categoricas.

5.10.2. Anédlisis nutricional
Antes del andlisis estadistico para la comparacion de las ingestas de nutrientes y
polifenoles entre los grupos, se examinaron todas las variables para determinar la varianza
homogénea y la normalidad mediante las pruebas de Levene y Kolmogorov-Smirnoff,

respectivamente. Cuando los datos estaban distribuidos normalmente, se aplico el test paramétrico



t de student, considerandose p<0.05 como significativo; si los datos no estaban distribuidos
normalmente, se utilizd la prueba U-Mann-Whitney, una prueba no paramétrica para muestras no
apareadas en la que se consider6 que p < 0.05 indicaba significacion estadistica. Para este analisis
estadistico se utilizd el programa GraphPad Prism version 9.4.1. (Graphpad Software, LLC,
BOSTON, MA, EE.UU.).

Tras comprobar que los datos no seguian una distribucion normal, se calculé una
correlacién de Spearman para comprobar la relacion entre la ingesta de todos los nutrientes
medidos mediante el FFQ y las medidas antropométricas del recién nacido. Todas las
correlaciones con un valor p <0.05 se consideraron estadisticamente significativas y, por lo tanto,
los datos se normalizaron por z-score en un modelo de regresion Stepwise. Para este andlisis se
utilizo el software de codigo abierto RStudio version 4.3.1. (Posit, Boston, MA, EE.UU.).

5.10.3. Andlisis de datos del perfil de adipoquinas, expresién génica y expresion
proteica placentaria
Los resultados procedentes de estas determinaciones han sido expresados como media
aritmética + EEM. Previo a la comparativa de significacidn estadistica, los datos fueron sometidos
a las pruebas de Levene y Kolmogorov-Smirnoff con el fin de comprobar la varianza homogénea
y la normalidad respectivamente. Tras ello, se utiliz6 el test paramétrico t-Student en aquellas
determinaciones cuyos datos seguian una distribucién normal; y la prueba no paramétrica U-
Mann-Whitney si los datos no estaban distribuidos normalmente. Ambas pruebas midieron la
significacion estadistica entre el grupo control y el grupo EMA. La comparacion y estudio de la
significancia estadistica del perfil de adipoquinas placentarias dividido por sexo del recién nacido
entre ambos grupos de estudio fue analizada mediante un ANOVA de dos vias. La significacion
estadistica se establecié cuando p<0.05 en todas las comparaciones. Para todas ellas se utilizé el
programa estadistico GraphPad Prism version 9.4.1. (Graphpad Software, LLC, Boston, MA,
EE.UU.).

Para el estudio de asociaciones entre el perfil de adipoquinas y las medidas
antropomeétricas del recién nacido, se comprob6 que la normalidad de los datos no seguia una
distribucion normal, por lo que se llevo a cabo una correlacién de Spearman para comprobar la
relacion entre los pardmetros a estudiar donde todas aquellas correlaciones con un valor p <0.05
se consideraron estadisticamente significativas. Para este anlisis se utiliz6 el software de cddigo
abierto RStudio version 4.3.1. (Posit, Boston, MA, EE.UU.).

5.10.4. Analisis estadistico de resultados de microbiota
El andlisis de las muestras de 16S se llevd a cabo siguiendo Terron-Camero et al. (221,
222). En términos generales, el flujo de trabajo comenzd con una evaluacion de la calidad de las

secuencias obtenidas. Cada muestra fue secuenciada en dos lecturas de 275 pares de bases v,



posteriormente, su calidad fue examinada utilizando FastQC (223), una herramienta ampliamente
utilizada para la inspeccion réapida de la calidad de los datos de secuenciacion, y MultiQC v1.14
(224), que permite visualizar los informes de mdltiples muestras en un Unico documento de

resumen para la toma de decisiones en relacion al filtrado por calidad.

Para el procesamiento y andlisis de los datos, se utiliz6 el software Qiime2 (225)
(https://giime2.org/), una plataforma de cddigo abierto especializada en la identificacién
taxondmica basada en genes ribosomales (Metabardcoding). Este software permite el analisis
eficiente de datos de 16S rRNA y proporciona herramientas para la filtracion, el procesamiento

de calidad y la clasificacion taxondmica de las secuencias.

5.10.4.1. Preprocesamiento de las secuencias con DADA2
Dentro de Qiime2, se empled el complemento DADA2 (226) para mejorar la calidad de

los datos crudos antes de la clasificacion taxondmica. Este método realiza tres funciones clave:

1. Filtrado de calidad y recorte: Se eliminaron bases de baja calidad y regiones no deseadas.
En particular, los extremos 3'y 5' de las secuencias fueron recortados para eliminar adaptadores

y regiones de baja calidad, con los siguientes parametros:

0 trim-left-f y trim-left-r: 9 nucledtidos recortados del extremo 5’

0 p-trunc-len-f: 267 nucleétidos retenidos en la lectura forward

0 p-trunc-len-r: 275 nucleétidos retenidos en la lectura reverse

2. Eliminacién del ruido (denoising): Se corrigieron errores de secuenciacion y se

eliminaron secuencias quiméricas, permitiendo obtener unidades de secuencia ampliconica

(ASVs, por sus siglas en inglés) de alta resolucian.

3. Emparejamiento de lecturas: Se fusionaron las lecturas forward y reverse, asegurando

una reconstruccion precisa del fragmento de 16S rRNA amplificado.

5.10.4.2.  Identificacion taxondmica y analisis de diversidad
Tras la asignacion de las ASVs, se utilizé la base de datos SILVA v.138-99 database
(227) como referencia para la anotacion taxonémica. Se generd una matriz de abundancia relativa

en diferentes niveles taxondmicos.

Para evaluar la diversidad microbiana dentro de las muestras, se realizaron analisis de

diversidad beta:

. Diversidad beta: Se evaluaron las diferencias en la composicion microbiana entre

muestras mediante analisis de distancia basada en Bray-Curtis y Jaccard.



5.10.4.3.  Deteccion de valores atipicos y visualizacion
Para asegurar la robustez de los resultados, se realizé un anéalisis de agrupamiento de
muestras utilizando la herramienta EMPeror (228), que permitio identificar un valor atipico
(outlier). Este paso fue esencial para garantizar la coherencia de los datos antes de proceder con

interpretaciones ecoldgicas y comparaciones entre grupos.

Para evaluar diferencias en la composicion microbiana entre los grupos experimentales,
se utilizé el paquete de R metagenomeSeq (229). Este enfoque es particularmente Gtil en estudios
de microbiomas, ya que maneja de manera eficiente datos dispersos y con un alto nimero de

ceros, como los que se obtienen en secuenciaciones de 16S rRNA.

5.10.4.4. Filtrado de especies raras y normalizacién de datos
Antes del andlisis, se realizo un filtrado inicial para eliminar taxones raros, definiéndolas
como aquellas con un recuento total de lecturas igual a cero en todas las muestras. Este paso es

fundamental para evitar sesgos en la inferencia estadistica y mejorar la robustez de los resultados.

Debido a la variabilidad en la profundidad de secuenciacion entre muestras, se aplicé un
procedimiento de normalizacion para minimizar el impacto de estas diferencias. En este caso, se
empled el método Cumulative Sum Scaling (CSS), el cual ajusta los conteos crudos dividiéndolos
por la suma acumulativa de los conteos hasta un percentil que refleja la distribucion estable dentro
del conjunto de datos. Este método fue seleccionado porque ofrece una mayor sensibilidad en
comparacion con otros enfogues de normalizacion de abundancias taxondémicas (229)

permitiendo una mejor deteccidn de diferencias bioldgicamente relevantes.

Para identificar cambios significativos en la abundancia de los taxones entre los grupos
experimentales, los datos normalizados fueron sometidos a un analisis de abundancia diferencial
mediante el modelo Gaussiano con inflacién de ceros (Zero-Inflated Gaussian model) integrado
en metagenomeSeq. Este modelo es particularmente adecuado para datos de microbiomas, ya que
tiene en cuenta la gran cantidad de ceros en la matriz de abundancia, los cuales pueden deberse
tanto a la ausencia real de un taxon en una muestra como a limitaciones de sensibilidad en la

deteccion por secuenciacion.

En conjunto, este enfoque permitié una evaluacién precisa de las diferencias en la
composicién microbiana entre los grupos experimentales, asegurando que los efectos observados
no estuvieran influenciados por artefactos técnicos derivados de la secuenciacion o el

procesamiento de los datos.



6. RESULTADOS

6.1. Caracteristicas de la poblacién de estudio
Las caracteristicas antropométricas de las mujeres pertenecientes a ambos grupos de
estudio, asi como el método de concepcion y el método de finalizacidn del parto, se muestran en

la Tabla 10. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 10. Caracteristicas antropométricas, asi como método de concepcion y finalizacion del parto de las
mujeres embarazadas del grupo control y grupo EMA.

Control (n=93) EMA (n=91)

Peso (kg) 64.36 + 5.00 64.16 £ 13.16
Altura (cm) 163.55+3.50 163.87 £ 5.89
IMC (kg/m?) 24.04 + 2.88 23.84 + 4.57
E (%): 92.50 75.50
0/ \-
Método de concepcion FI\I/-(I)CIéI/O()% ) ;Sg 113;.0113
OD (%): 1.25 10.10
V (%): 53.12 46.83
Finalizacién del parto C (%): 31.25 35.44
OV (%): 15.62 17.72

EMA: Edad materna avanzada (>35 afios).; E: espontaneo; I-10: Inseminacion-Inductores de ovulacion; FIV-
ICSI: fecundacién in vitro-inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides; OD: ovodonacion; V: vaginal;
C: cesarea; OV: operatoria vaginal. Peso, altura e IMC expresados como media + error estandar de la
media (EEM)

Las caracteristicas antropométricas de los recién nacidos se muestran en la Tabla 11, no

habiéndose encontrado diferencias significativas entre ninguno de los dos grupos.

Tabla 11. Medidas antropométricas de los recién nacidos, asi como la edad gestacional y el sexo de
ambos grupos de estudio, control y EMA.

Control (n=93) EMA (n=91)
Peso (kg) 3181.38 £ 47.50 3072.06 + 512.10
Talla (cm) 49.8 + 12.75 49.41 £ 2.54
Perimetro cefalico 3342 £12.75 34.11 £ 1.66
Edad gestacional (semanas) 38.84 + 9.00 38.28 + 3.21
Sexo F (%) 46.03 48.75
M (%) 53.96 51.25

EMA: edad materna avanzada (>335 afios); F: femenino; M: Masculino. Peso, talla, perimetro cefalico y
edad gestacional expresados como media del grupo + error estandar de la media.

Las caracteristicas de la madre y las medidas antropomeétricas de los recién nacidos en
ambos grupos de estudio y separadas segun el sexo de los recién nacidos se muestran en la
Tabla 12. No se encontraron diferencias estadisticas.



Tabla 12. Medidas antropométricas de la madre y el recién nacido, método de concepcién y método de
parto del recién nacido del grupo control y EMA separadas por sexo del recién nacido.

Madres
Control (n=93) EMA (n=91)
Ninos (n=50) Nihas (n=43) Ninos (n=46) Ninas (n=45)
Peso (kg) 62.25 + 15.89 65.6 + 13.45 64.2 £ 13.7 60.49 + 6.58
Altura (cm) 163 + 5.74 163.53 * 5.59 162.9 + 5.83 164.35 £ 6.10
IMC (kg/m?) 23.44 +5.25 2417 +5.57 2412+ 4.70 22.34 +3.13
Metodo .d,e E (%) 90.00 86.66 85.00 75.00
concepcion
-0 (%) 0 6.66 0 0
FIV-ICSI (%) 10.00 6.66 10.00 25.00
DO (%) 0 0 5.00 0
Finalizacion E (%) 60.00 60.00 65.00 60.00
del parto
C (%) 30.00 33.33 35.00 35.00
O (%) 10.00 6.66 0 5.00
Neonato
Control (n=93) EMA (n=91)
Nifios (n=50) Ninas (n=43) Nifos (h=46) Ninas (n=45)
Peso (g) 3164.05 + 3090.66 + 3158.84 +
564.04 720.72 521.21 308145 + 469.74
Talla (cm) 50.62 + 2.02 49.53 + 3.42 49.88 + 2.99 49.82 + 2.26
Perimetro cefalico (cm) 33.84 £ 1.30 33.03 £3.20 34.29 £ 1.56 34.22 £ 1.34

EMA: Edad materna avanzada (>35 afios); E: espontaneo; I-10: Inseminacién-Inductores de ovulacion; FIV-
ICSI: fecundacién in vitro-inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides; OD: ovodonacion; V: vaginal;
C: cesarea; OV: operatoria vaginal. Peso, altura e IMC expresados como media + error estandar de la
media (EEM).

6.2. Andlisis nutricional

6.2.1. Comparativa nutricional por grupos de alimentos
No se encontraron diferencias significativas en el consumo de alimentos en las siguientes
categorias: aceites y grasas, frutas, cereales, verduras y legumbres, pescado y crustaceos, huevos,
carnes y productos carnicos, leche y productos lacteos, bebidas no alcohdlicas y varios, todos

ellos ilustrados en la Figura 9.
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Figura 9. Consumo medio de grupos de alimentos de gestantes control y EMA estimado mediante FFQ.
Los datos se representan como valores medios + EEM. EMA: Edad materna avanzada; ns: no significativo.

total, ni en el total de macronutrientes entre el grupo control y EMA. Del mismo modo, al
diferenciar por tipo de grasa, no se mostraron diferencias estadisticamente significativas. El



consumo de fibra, sin embargo, fue significativamente menor en el grupo EMA en comparacion
con el grupo control (22.65 + 2.6 g/dia para el grupo control y 11.95 + 1.38 g/dia para el grupo
EMA; p <0.05). En la Figura 10 se muestran las diferencias en la ingesta de macronutrientes, asi

como en el tipo de grasa y fibra.
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Figura 10. Consumo medio de macronutrientes en ambos grupos de estudio estimados mediante FFQ.
Los datos se representan como valores medios £ EEM. EMA: Edad materna avanzada; ns: no
significativo.



En la Tabla 13 se muestra la ingesta media de minerales y vitaminas en ambos grupos.
Se observO una mayor ingesta en el grupo control en comparacién con el grupo EMA, con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05), para los siguientes minerales: zinc, cobre y
selenio, y también para las siguientes vitaminas: vitamina C, vitamina B1, vitamina B3 y folato.

Tabla 13. Consumo medio de minerales y vitaminas por ambos grupos de estudio, control y EMA,
estimados mediante FFQ.

Control (n=93) EMA (n=91)

Sodio (mg/dia) 1562 + 202.50 1862 + 140.80
Potasio (mg/dia) 3172 + 383.80 3473 + 239
Calcio (mg/dia) 1086 + 179.90 96.55
Magnesio (mg/dia) 315.7 + 40.60 361.4 +24.60
Hierro (mg/dia) 15.69 £ 2.00 16.5 £ 0.99
Zinc (mg/dia) 13.35+1.80 8.46 + 0.62 **
Fésforo (mg/dia) 1370 £ 173.40 1623 £ 106.50
Yodo (pg/dia) 48.37 + 8.54 46.2 +4.48
Fluor (pg/dia) 7142 £ 112.10 709.8 £ 108.60
Cobre (pg/dia) 1388 £ 177.10 653.9 £ 55.10 ***
Selenio (ug/dia) 64.19 £ 8.10 25.53 + 2.59 ***
Vit. A (ueg/dia) 3983 + 512.80 3001 + 218.20
Vit. D (mg/dia) 6.1+ 0.83 4.47 + 0.55
Vit. C (peqg/dia) 2934 £43.34 150.9 + 14.72 **
Vit. E (png/dia) 5.47 + 0.88 5.39 £ 0.48
Vit. B1 (mg/dia) 1.53 £ 0.21 0.889 + 0.072 **
Vit. B2 (mg/dia) 1.76 £ 0.24 1.2 £0.08
Vit B3 (mg/dia) 2183135 11.02 £ 0.87 **
Vit. B6 (mg/dia) 1.722 £ 0.22 1.83 £ 0.11
Vit. B12 (pg/dia) 3.811 £ 0.52 4979 + 0.44
Folate (pg/dia) 256.4 £ 24.76 201.4 +22.85*

Los datos se muestran como valores medios + EEM. Significativamente diferente del grupo de control
(*p<0.01, **p<0.01, *** p <0.001, prueba t de Student). EMA: edad materna avanzada.

6.2.3. Ingesta media de polifenoles

Las ingestas medias de polifenoles totales, por grupos y subgrupos se muestran en la
Tabla 14. En cuanto a su ingesta, no se observaron diferencias notables entre los grupos de
estudio. Las principales diferencias se observaron en algunos componentes del grupo de los
flavonoides: se observé una mayor ingesta de antocianinas en el grupo EMA en comparacién con
el grupo control (90.46 + 9.38 mg/dia frente a 56.11 + 7.103 mg/dia, respectivamente) (p < 0.01),
flavonas (43.06 + 4.97 mg/dia frente a 29.2 + 3.77 mg/dia, respectivamente) (p < 0.05) y
flavonoles (94.5 + 10.67 mg/dia frente a 58.85 + 6.62 mg/dia, respectivamente) (p < 0.05).
También se observé una mayor ingesta de hidroxifenilpropenos en el grupo EMA (0.499 + 0.101
mg/dia) en comparacion con el grupo control (0.197 + 0.064 mg/dia) (p < 0.05). El resto de

polifenoles estudiados no mostraron diferencias estadisticamente significativas.



Tabla 14. Ingesta media de grupos y subgrupos de polifenoles estimados mediante FFQ en

ambos grupos de estudio, control y EMA.

Grupo Subgrupo

Polifenoles totales
(mg/dia)
Flavonoides
(mg/dia)
Anthocianinas
Chalcones

Dihydrochalcones
Dihydroflavonoles
Flavanoles
Flavonones
Flavones
Flavonoles
Isoflavonoides
Acidos Fenolicos
(mg/dia)
Acidos Hydroxibenzoicos
Acidos Hydroxicinnamicos

Acidos
Hydroxiphenylpropanoicos
Acidos
Hydroxiphenylpropenos
Lignanos (mg/dia)
Stilbenos (mg/dia)
Otros polifenoles
(mg/dia)
Alkylmethoxyphenoles
Alkylphenoles
Hydroxybenzaldehydos
Hydroxybenzoketonas

Hydroxycoumarinas

Methoxyphenoles
Naphtoquinonas
Tyrosoles
Otros polifendles

Acidos Hydroxiphenylaceticos

Control EMA
(n=93) (n=91)
1509 + 232 1335+ 120.9
532.2 £ 92.98 650.4 £ 74.62
56.11 £ 7.103 90.46 £ 9.38**

0.0017 £ 0.001 0.000726 *
0.0004
3.185+£0.55 2.230 £ 042
0.193 £ 0.049 0.202 £ 0.031
352.6 £58.76 369.1 £ 37.92
50.69 £ 9.66 36.14 £ 5.53
29.2 £ 3.77 43.06 + 4.97*
58.85 £ 6.62 945 + 10.67*
0.473 £ 0.086 0.283 v 0.028
955.8 £ 202.2 817.8£124.9
102 + 19.18 99.92 + 13.32
879.3 £ 203.8 725 £ 116.7
3.119 £ 0.818 3.299 £ 0.538
0.223 + 0.06 0.275 £ 0.05
0.197 £ 0.064 0.499 £ 0.101*
28.4 +3.79 35.09 +4.129
0.112 £ 0.02 0.136 £ 0.01
59.01£7.52 64.34 £ 6.26
594 +1.19 4.01 £ 0.49
26.22 + 4.95 33.53+4.74
0.02 £ 0.004 0.27 £ 0.004
0.00018 % 0.00037 %
0.00005 0.0001
0.0004 £ 0.001 £ 0.0004
0.0001
0.578 £ 0.15 0.451 £ 0.09
0.082 £ 0.02 0.03 £ 0.004
22.38 +4.31 23.8 + 2.57
512 +1.36 2.95+ 0.59

EMA: edad maternal avanzada. Los datos se muestran como media de los valores + EEM (* p < 0.05;

*p<0.01, test t-student).




6.2.4. Comparacion de las ingestas medias de nutrientes con los valores dietéticos
de referencia para poblacién de embarazadas en Espafia

La Figura 11 muestra una comparativa entre la ingesta de nutrientes estimada por el FFQ

y las IDR indicados por la AESAN. Para la mayoria de los nutrientes, se observa que el grupo

EMA se encuentra muy por debajo de las recomendaciones para minerales como zinc, cobre y

selenio y vitaminas del complejo B como B1, B2 y B3. Hay otros nutrientes como los hidratos de

carbono, el hierro, el yodo, el fluor, la vitamina D, la vitamina E y el &cido folico que estan por
debajo de los DRV en ambos grupos.
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Figura 11. Comparativa entre la ingesta de nutrientes estimada por el FFQ y las IDR
indicados por la AESAN. EMA: edad materna avanzada; IDR: ingestas dietéticas de
referencia.

6.2.5. Correlacion entre la ingesta dietética de nutrientes y las medidas
antropomeétricas del recién nacido
Los coeficientes de correlacion y los valores p de todas las correlaciones entre la ingesta

de nutrientes durante el embarazo y las caracteristicas antropométricas del recién nacido, medidas
el dia del parto, se muestran en la Tabla 1 del anexo.

6.2.5.1. Macronutrientes e ingesta total de energia
Se midi6 la correlacion entre las medidas antropométricas del recién nacido y la ingesta
estimada de macronutrientes, y en la Figura 12 se muestra un heatmap con los coeficientes de
correlacion. Se encontrd una correlacion negativa significativa entre el consumo total de fibra 'y

el perimetro cefalico del recién nacido con un coeficiente de correlacién (r) de -0.41y p = 0.03.
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Figura 12. Heatmap de las correlaciones entre energia y macronutrientes, incluyendo fibra, y medidas
antropomeétricas del recién nacido (*p < 0.05, en cuadrado rojo). HC: hidratos de carbono.

6.2.5.2. Minerales

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la correlacion entre el

perimetro cefalico, la longitud y el peso y la ingesta de minerales, todos los datos pueden

observarse en la Tabla 1 del anexo.

6.2.5.3. Vitaminas
Con respecto a estos micronutrientes, se encontraron algunas correlaciones significativas.

El heatmap de las vitaminas puede observarse en la Figura 13. Se encontraron correlaciones



significativas entre el perimetro cefalico, la vitamina A (r = -0.38, p = 0.01) y la vitamina E (r =

-0.41, p = 0.03).
00 0.50" -0.22 0.10 -0.13 0.01 0.09 0.01 -0.01 0.01 028 026
00 -0.20 -0.03 -0.11 -0.04 -0.25 -0.17 0.00 -0.06 -0.04 004
0.50° 00 -0.41* -0.26 -0.26 -0.36 -0.38* -0.34 -0.01 -0.15 -0.03 0.01
-0.22 -0.30 -0.41* 00 021 0.44* 0.44° 0.45° 0.46* 0.02 0.13 0.07 0.13
010 | -003 | -026 | o021 00 057t
C B -
-0.13 -0.11 -0.36 044 00 Q&@é 0.40 026
001 -0.04 -0.36 0.44* 00 0.50" 0.54* 0.43° 025
0.09 025 -0.38" 0.45° 00 043 | 054° 0.48*
0.01 -0.17 -0.34 0.46* 00 044* | 053"
' P 1
0.01 0.00 -0.01 0.02 057* | 050° 0.43 0.44* 00 0.36
LA
001 -0.06 -0.15 0.13 054" 00 056°
028 -0.04 0.03 0.07 0.40° 0.43* 00
026 -0.04 0.01 0.13 026 025 0.48° 038" | 056% 00
35 @ 82 < < = =2 < < < =< =< =
3 35 g EHEY = &~ ad = 3 =~ =~ & -~ v =~
— M = *
: & 8§ 2 B 2 88 > 8 8 8B 2 E
. 37 § & & & T 2 & Z & £

Figura 13. Heatmap de las corre

cuadrado rojo).

laciones entre vitaminas y medidas antrop

medidas antropométricas de los recién nacidos

ométricas del recién nac

Longitud (cm)
Peso (g)

Perimetro cefalico
(cm)

Vit. E (ugeq)
Vit. B1 (mg)
Vit. C (mg)
Acido félico (ug)
Vit. A (pgeq)
Vit. B6 (mg)
Vit. B2 (mg)
Vit. B3 (mg)
Vit. D (pg)

Vit. B12 (ug)

ido (*p <0.05,en

6.2.6. Modelo de regresion para las asociaciones entre la ingesta de nutrientes y las

Los nutrientes que estaban significativamente correlacionados (p < 0.05) con cualquiera

de las medidas antropométricas del recién nacido se transformaron en un modelo multivariable

de regresion por pasos (modelo de regresion Stepwise) como predictores candidatos de cualquiera

de las medidas. Como se muestra en la Figura 14, el consumo de fibra durante la gestacion podria

ser un factor predictor de la circunferencia craneal con un indice de estimacion de -0.037.
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Figura 14. Linea de regresion entre el consumo de fibra medio y el perimetro cefalico del
recién nacido.



6.3. Perfil de adipoquinas placentarias

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio en
cuanto a GIP, grelina, GLP-1, e irisina. Sin embargo, la concentracion placentaria de insulina y
visfatina fue estadisticamente superior en el grupo EMA (p<0.05) y, por el contrario, la de

glucagdn, PAI-1, resistina y leptina fue inferior en comparacion con el grupo de control (p<0.05)
(Figura 15).
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Figura 15. Expresién de adipoquinas placentarias en ambos grupos de estudio. Los datos se representan

como valores medios = EEM. EMA: Edad materna avanzada; ns: no significativo. (* p < 0.05, test t-
student).



6.3.1. Perfil de adipoquinas placentarias divididas por el sexo del recién nacido

En las placentas de los fetos masculinos del grupo EMA, los niveles de insulina fueron
significativamente superiores en comparacion con los de las placentas de los fetos masculinos del
grupo de control (p < 0.05). Por el contrario, los niveles placentarios de glucagon y leptina fueron
significativamente mas bajos en las placentas de los fetos masculinos del grupo EMA en
comparacion con los del grupo control (p < 0.05). Los niveles de leptina también fueron
significativamente mas bajos en las placentas de los fetos masculinos del grupo EMA en
comparacion con los fetos femeninos de los grupos control y EMA (p <0.05). Ademas, los niveles
placentarios de PAI-1 en los fetos femeninos del grupo EMA fueron significativamente inferiores
a los de los fetos masculinos del grupo control (p < 0.05).

No se observaron diferencias significativas en los niveles de GIP, visfatina, grelina, GLP-
1 e irisina entre los grupos de estudio, diferenciados por sexo (Figura 16).
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Figura 16. Expresidon de adipoquinas placentarias diferenciadas por el sexo del feto. Los datos se
representan como valores medios + EEM. EMA: Edad materna avanzada; ns: no significativo. (* p <
0.05, test t-student).



6.3.2. Correlacion entre las adipoquinas placentarias y las medidas antropométricas
del recién nacido

No se observaron correlaciones estadisticamente significativas entre los grupos de estudio
(Figura 17).
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Figura 17. Heatmaps de las correlaciones entre la expresién de adipoquinas placentarias y las
medidas antropométricas del recién nacido. A: grupo control; B: Grupo EMA

6.3.3. Correlacion entre las adipoquinas placentarias y las medidas antropométricas
del recién nacido divididas por sexo.

En placentas de fetos masculinos del grupo control, se observd una correlacién negativa
entre la leptina y el perimetro cefélico (r = -0.54, p < 0.05), mientras que se observé una
correlacion positiva entre la irisina y la longitud (r = 0.52, p < 0.05). En placentas de fetos
masculinos del grupo EMA, se observé una correlacion positiva entre el GIP con el peso al nacer
(r=10.81, p<0.05) y el perimetro cefalico (r = 0.77, p < 0.05).

Al analizar placentas de fetos femeninos del grupo control, no se observd ninguna
correlacion estadisticamente significativa. En el caso de placentas de fetos femeninos del grupo
EMA, se encontrd una correlacione negativa entre visfatina y la circunferencia de la cabeza (r=-
0.54, p<0.05) (Figura 18).
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Figura 18. Heatmaps de las correlaciones entre la concentracion de adipoquinas placentarias y las medidas
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femenino; D: recién nacidos del grupo EMA, sexo femenino.



6.4. Expresion génica de transportadores de nutrientes a nivel placentario

Los resultados de la expresion génica de transportadores de nutrientes a nivel de placenta
pueden observarse en la Figura 19. La expresion de los genes DMT1, CD36, FABP3, FABP4,

LAT1y SLC27AL1 result6 no ser estadisticamente significativo entre ambos grupos de estudio.

Sin embargo, La expresion del gen SNAT1 fue significativamente mayor en el grupo
control con respecto al grupo EMA (p<0.05), al igual que el transportador GLUT 1 (p<0.001).
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Figura 19. Expresion relativa de genes transportadores de nutrientes placentarios. Los datos se expresan
como media 'y EEM (*p<0.05, ***p<0.001). EMA: edad materna avanzadas; ns: no significativo.



6.4.1. Expresion génica de transportadores de nutrientes a nivel placentario:
comparativas segun el sexo del neonato
En el grupo control, la expresién génica de los transportadores CD36 y DMT1 fue
significativamente mayor en placentas de sexo femenino en comparacion con las del mismo sexo
del grupo EMA (p<0.05). Ademas, también lo fueron dentro del mismo grupo control
comparandolas con las del sexo masculino (p<0.01 y p<0.05 respectivamente). En el caso del
transportador de &cidos grasos FABP4 y del transportador de glucosa GLUTL, su expresion
génica en placenta fue mayor en aquellas que procedian del sexo femenino y grupo control en
comparacion con el mismo grupo, pero sexo masculino (p<0.01 y p<0.05), asi como con aguellas
placentas de ambos sexos en el grupo EMA (p<0.05). La expresidn génica del transportador LAT
1 resulto ser significativamente mayor en placentas control procedentes de nifias frente a placentas
control masculinas (p<0.05). EI SLC27A1 se expres6 de manera significativa en placentas control
que albergaron nifias al compararlas con el resto de grupos, es decir, placentas control procedentes
de nifios y placentas del grupo EMA en ambos sexos (p<0.01). Por altimo, la expresion de SNAT1
fue significativamente mayor en el caso del sexo femenino del grupo control al compararse tanto
con placentas procedentes del mismo sexo como del sexo masculino del grupo EMA (p<0.05)
(Figura 20).
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Figura 20. Expresion relativa de genes transportadores de nutrientes en la placenta dividida por sexos.
Comparacién mediante test estadistico ANOVA entre ambos grupos de estudio (*p<0.05, ***p<0.001).
EMA: edad materna avanzadas; ns: no significativo.



6.5. Expresion proteica de transportadores de nutrientes placentarios
A nivel de expresion proteica de transportadores de nutrientes en la placenta, se
encontraron diferencias significativas en DMT1 y SNAT1, siendo aqui la expresion
significativamente mayor en el grupo EMA en comparacion con el grupo control (p<0.05). Para
el resto de transportadores estudiados, no se encontrd ninguna significancia estadistica. Los

resultados pueden observarse en la Figura 20.

A nivel de expresion proteica de transportadores de nutrientes en la placenta, se
encontraron diferencias significativas en DMT1 y SNATL, siendo aqui la expresion
significativamente mayor en el grupo EMA en comparacion con el grupo control (p<0.05). Para
el resto de transportadores estudiados, no se encontrd ninguna significancia estadistica. Los
resultados pueden observarse en la Figura 21, asi como las imagenes de las bandas detectadas por

guimioluminiscencia, en la Figura 22.
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Figura 21. Expresion proteica de transportadores de nutrientes placentarios. Comparacion entre ambos
grupos de estudio, control y EMA, mediante t de Student o U de Mann Whitney (*p<0.05). EMA: edad
materna avanzadas; ns: no significativo.
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Figura 22. Imégenes de las bandas detectadas por quimioluminiscencia para los anticuerpos
analizados, junto con sus respectivos geles stain-free utilizados para la normalizacion de la
cuantificacion proteica por Western blot. EMA: edad materna avanzada.

6.6. Analisis de la microbiota intestinal materna y neonatal

La abundancia relativa a nivel de filo de la microbiota intestinal de las madres de ambos
grupos durante el periodo de captacion ( ~semana 12 de gestacion), tras el parto, asi como la de
los meconios de los recién nacidos de ambos grupos, se representan en la Figura 23. Los filos mas
abundantes en ambos grupos de gestantes, durante el embarazo, fueron Firmicutes,
Actinobateriota y Bacteroidota. Tras el parto, Firmicutes y Actinobacteriota predominaron de

nuevo en ambos grupos, pero en el caso de las gestantes EMA, el filo Verrucomicrobia, resulto

mas abundante frente a Bacteroidota, que si se mantuvo en abundancia en las madres control.

Respecto a los meconios, los filos mas abundantes fueron Actinobacteria, Proteobacteria
y Firmicutes para ambos grupos de estudio. Tras estos, en el grupo control lo mas abundantes

fueron Bacteroidota, Acidobacteriota y Chloroflexi por orden de abundancia relativa, frente a

Acidobacteriota, Chloroflexi y Bacteroidota en el grupo de nifios nacidos de madres EMA.
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Figura 23. Gréfico de barras de la abundancia relativa de filos bacterianos encontrados en las heces
de las madres de ambos grupos de estudio y en los meconios de su descendencia. HM1_C: Heces
recogidas durante el embarazo de madres control; HM1_E: Heces recogidas durante el embarazo de
madres EMA; HM2_C: Heces recogidas tras el parto de madres control; HM2_E: Heces recogidas
tras el parto de madres EMA; MECONIO_C: meconio de los nifios nacidos de madres control;
MECONIOS_E: meconios de las madres nacidas de madres EMA.

La diversidad beta se muestra en la Figura 24, donde se representa la distancia de Jaccard,
un indice que mide la similitud entre muestras en funcién de la presencia o ausencia de taxones.
Los resultados indican una marcada diferencia entre las comunidades bacterianas presentes en los
meconios y aquellas presentes en las heces maternas. Asimismo, se observa una relativa
homogeneidad entre las comunidades bacterianas de las madres, aunque se aprecia cierta

separacion entre los grupos de estudio.
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Figura 24. Diversidad beta de la microbiota intestinal entre amos grupos experimentales y los meconios de
su descendencia, representada mediante distancia de Jaccard. HM1 C: Heces recogidas durante el embarazo
de madres control; HM1 E: Heces recogidas durante el embarazo de madres EMA; HM2 C: Heces recogidas
tras el parto de madres control; HM2 E: Heces recogidas tras el parto de madres EMA; MECONIO C:
meconio de los nifios nacidos de madres control; MECONIOS E: meconios de las madres nacidas de madres
EMA.

6.6.1. Analisis de abundancia diferencial

Con el fin de identificar los grupos taxondmicos a nivel de familia y género que
mostraban diferencias en la composicion bacteriana entre las madres de ambos grupos, tanto
durante el embarazo como tras el parto, asi como en los meconios de sus hijos, se realizé un
andlisis de abundancia diferencial para comparar las abundancias relativas entre ellos. Los detalles
de todas las familias y grupos secuenciados, sus valores de expresion media, logaritmo de Fold
Change y p-value, pueden ser consultados en las tablas 2-7 del anexo, que se encuentran
disponibles en el siguiente  enlace debido a su  excesiva  extension:
https://drive.google.com/drive/folders/1AKLJAK1uJVI4FW3N]jLkuk8COeh-vGjDP?usp=sharing




6.6.1.1. Abundancia diferencial entre ambos grupos de estudio de los taxones

procedentes de heces recogidas durante el embarazo

Las familias mas abundantes y mas relevantes teniendo en cuenta el objetivo que se
persigue en esta Tesis Doctoral, se observan en la Figura 25. Las familias Bifidobacteriaceae,
Coriobacteriaceae y Atopobiaceae presentaron una abundancia diferencial mayor en el grupo

control en comparacion con el grupo EMA (p<0.05).
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Figura 25. Volcano plot de las 20 familias de bacterias mas expresadas y aquellas que presentaron diferencias
significativas en muestras de heces de las gestantes durante el embarazo. Representacién gréfica en base al logFC:
logaritmo de Fold Change; ns: no significativo; *p<0.05.



A nivel de género, la Figura 26 muestra aquellos mas abundantes y representativos,
siendo los géneros Bifidobacterium, Turicibacter, Butyricicoccus, Enorma y dos géneros
pertenecientes a la familia de los Lachnospiraceae (CAG-56 y NK4A136) méas abundantes
significativamente en el grupo control con respecto al grupo EMA (p<0.05) y Catenibacteriumy
Enterorhabdus mas abundantes en el grupo EMA (p<0.05).
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Figura 26. Volcano plot de los 20 géneros de bacterias mas expresados y aquellos que presentaron diferencias
significativas en muestras de heces de las gestantes durante el embarazo. Representacién gréafica en base al logFC:
logaritmo de Fold Change; ns: no significativo; *p<0.05.



6.6.1.2. Abundancia diferencial entre ambos grupos de estudio de los taxones

procedentes de heces recogidas tras el parto

En la Figura 27 se destacan las familias bacterianas con mayor presencia y relevancia en

los grupos estudiados. Bifidobacteriaceae, Veillonellaceae, Coriobacteriaceae y Atopobiaceae

mostraron una mayor abundancia relativa en el grupo control en comparacion con el grupo EMA

(p<0,05), mientras que la familia Actinomycetaceae se encontraron significativamente mas

representadas en el grupo EMA (p<0.05).
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Figura 27. Volcano plot de las 20 familias de bacterias més expresadas y aquellas que, presentaron diferencias
significativas en muestras de heces de las gestantes tras el parto. Representacion gréafica en base al logFC:

logaritmo de Fold Change; ns: no significativo; *p<0.05.



De forma similar, a nivel de género, la Figura 28 resalta los géneros mas representativos.

Entre ellos, los géneros Bifidobacterium, Butyricicoccus, Dialister, presentaron una abundancia

significativamente superior en el grupo control frente al grupo EMA (p<0.05), mientras que

Rothia, Catenibacterium, Enterorhabdus y Actinomyces, se encontraron en mayor proporcion en

el grupo EMA (p<0.05).
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Figura 28. Volcano plot de los 20 géneros de bacterias mas expresados y aquellos que, presentaron diferencias
significativas en muestras de heces de las gestantes tras el parto. Representacidn grafica en base al logFC:
logaritmo de Fold Change; ns: no significativo; *p<0.05.



6.6.1.3. Abundancia diferencial entre los taxones procedentes de los meconios de recién
nacidos de ambos grupos
La Figura 29 muestra las familias bacterianas predominantes y con diferencias
significativas entre los grupos estudiados. De entre todas las familias secuanciadas,
Bifidobacteriaceae, Veillonellaceae y Atopobiaceae se encontraron mas enriquecidas en el grupo
control en comparacion con el grupo EMA (p<0.05).
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Figura 29. Volcano plot de las 20 familias de bacterias mas expresadas y aquellas que, presentaron

diferencias significativas en muestras de meconios. Representacién grafica en base al logFC: logaritmo de
Fold Change; ns: no significativo; *p<0.05.



En cuanto al nivel de género, se identificaron varios géneros con diferencias notables en

su abundancia relativa. Bifidobacterium, Dialister, Colidextribacter, fueron significativamente

méas abundantes en el grupo control (p<0.05), mientras que Clostridium sensu stricto 1,

Catenibacterium, Enterorhabdus y Eubacterium brachy mostraron una mayor presencia en el

grupo EMA (p<0.05) (Figura 30).
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Figure 30. Volcano plot de los 20 géneros de bacterias mas expresados y aquellos que, presentaron
diferencias significativas en muestras de meconios. Representacién grafica en base al logFC: logaritmo de

Fold Change; ns: no significativo; *p<0.05.



7. DISCUSION

7.1. Habitos dietéticos

El presente trabajo, hasta huestro conocimiento, es el primero que revela que las gestantes
en general, sin estratificacion por edad, tienen patrones dietéticos similares; sin embargo, se
profundiza en el andlisis de la dieta y se analiza cada nutriente y patrén dietético, se encuentran
ciertas diferencias significativas en el consumo de varios nutrientes al separar a las embarazadas
en grupos de edad, segun lo que la literatura cientifica considera edad materna avanzada. Este
estudio se realiz6 estimando la ingesta de nutrientes mediante un FFQ validado para la poblacion
gestante (230). Estudios previos han investigado la ingesta de nutrientes en mujeres embarazadas
y su influencia en los resultados fetales (231, 232); sin embargo, los héabitos dietéticos y como
pueden influir en la salud materna y neonatal nunca se han estudiado para embarazos de EMA y

nuliparas.

En relacion al patron alimentario, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los grupos de alimentos ingeridos, tanto las gestantes EMA como las control, lo
gue podria explicarse porque las dos ciudades estudiadas son mediterraneas y ambos grupos
siguieron el patron tipico de una Dieta Mediterranea, caracterizada por ser rica en la ingesta de
verduras, cereales integrales, frutos secos, legumbres, pescado y el uso de aceite de oliva como
fuente de grasa (233). Con respecto a todos estos grupos de alimentos, algunos de ellos (frutas y
cereales, e incluso almidon) desempefian un papel importante en la modulacién de las respuestas
glucémicas (234), lo que puede tener efectos sobre algunos indicadores de salud del neonato,

como las medidas antropométricas, que se comentaran a continuacion.

Con respecto a la ingesta total de energia, aunque se encontré un consumo ligeramente
superior de kcal por dia en el grupo EMA, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de estudio. Cuando se compararon con las INR espafiolas para
embarazadas, tanto las embarazadas control como EMA, no los alcanzaron, especialmente el
grupo control. Este resultado concuerda con otros estudios que revelan que durante el primer
trimestre de gestacion, las embarazadas alcanzaron la recomendacion de ingesta energética, pero
la ingesta caldrica no se incremento a lo largo de los trimestres, por lo que no se alcanzaron los
requerimientos energéticos recomendados (232, 235). Esto puede explicarse por el aumento
transitorio durante las ultimas semanas del primer trimestre de embarazo (236). En la presente
Tesis Doctoral, los cuestionarios sobre alimentacion se respondieron en el segundo trimestre del
embarazo, en el que se supone que la ingesta caldrica es mayor que en el primer trimestre, y las
INR no se alcanzaron en ambos grupos. Un estudio reciente (232) explico que esto se debe a la
preocupacion de las madres por el aumento excesivo de peso; por lo tanto, limitan las kilocalorias

de su dieta. Sin embargo, esta parece ser una tendencia mundial, ya que, como concluye una



revision sistematica publicada recientemente, la ingesta caldrica de las mujeres embarazadas,
estimada mediante FFQ en varios estudios realizados en distintos paises, esta por debajo de sus

necesidades de ingesta diaria (237).

La correcta ingesta de macronutrientes durante el embarazo es necesaria para la
formacion de nuevos tejidos como la placenta y el feto y, por tanto, para el correcto desarrollo del
neonato (238). Los resultados derivados de la presente Tesis Doctoral revelan que los hidratos de
carbono son los Unicos macronutrientes que no alcanzaron las INR en ambos grupos. Estos
resultados concuerdan con estudios previos realizados también en mujeres embarazadas espafiolas
(239, 240); sin embargo, la ingesta media de carbohidratos se encuentra dentro de los niveles
recomendados para esta poblacion (237). Al separar por grupos de edad, se observa un consumo
de hidratos de carbono ligeramente superior, aunque no estadisticamente significativo, en el grupo
EMA. Aungue no se cumplieron las recomendaciones de ingesta diaria, se podria pensar que, Si
el grupo EMA consume mas, podrian tener mejores patrones dietéticos; sin embargo, los hidratos
de carbono pueden obtenerse de un nimero de fuentes diferentes con distintos valores de indice
glucémico (IG), que indican distintas respuestas glucémicas inducidas por los hidratos de carbono
(241). Asi, analizando el consumo de grupos de alimentos, se puede observar que, aunque sin
diferencias estadisticamente significativas, el grupo control consume cantidades ligeramente
superiores de cereales y vegetales que el grupo EMA. Este hecho puede explicar el aumento
significativo del consumo de fibra en las embarazadas del grupo control respecto a las del grupo
EMA, a pesar de que este grupo consumi6 mas frutas, aunque este resultado no fue
estadisticamente significativo. Ademas, el grupo de control alcanz6 las INR correctas para este
nutriente. La fibra dietética es un compuesto de carbohidratos de origen vegetal resistente a la
digestion por el tracto gastrointestinal y puede dividirse en dos grupos, fibra soluble (frutas,
verduras y legumbres) y fibra insoluble (frutos secos y cereales), y es también otro indicador de
la dieta mediterranea (233). Existe otro tipo de fibra, conocida como almidon resistente, que
procede de las patatas y el arroz cocidos (242). El embarazo puede beneficiarse de las dietas con
un IG bajo y ricas en fibra, ya que ayudan a reducir el colesterol sanguineo, regulan el azucar en
sangre y favorecen la lactancia (105), por lo que este patron de ingesta de hidratos de carbono
puede ayudar a conseguir un peso saludable durante el embarazo y para los neonatos (243). Con
respecto a este nutriente, se encontré una correlacion negativa entre la ingesta de fibra y el
perimetro cefalico, lo que indica que un menor consumo de fibra durante el embarazo aumenta el
riesgo de un mayor perimetro cefélico, que esta estrechamente correlacionado con el volumen
intracraneal y es un predictor del volumen cerebral, demostrandose mediante regresion lineal que
el consumo de fibra durante el embarazo puede ser un factor predictivo del perimetro cefalico,
con una estimacién de -0.037. Esto significa que, en nuestra poblacion de embarazadas del sureste

espanol, cuando se afiade una unidad de ingesta de fibra, el perimetro cefalico disminuye en 0,037



cm. Aunque se trata de una estimacién bastante baja, puede considerarse de elevada relevancia,
ya que, si se extrapola a la poblacion general, se podria decir que con un 95% de probabilidad,
los centimetros que disminuird el perimetro cefalico por cada unidad de aumento de fibra, estara
entre -0.07 y -0.008 cm (siendo estos valores el intervalo de confianza de la recta resultante del
modelo de regresion para las asociaciones entre la ingesta de nutrientes y las medidas
antropomeétricas neonatales). Cualquier alteracion en el tamafio cefalico neonatal en el momento
del nacimiento puede indicar diversos grados de disfuncion neuroldgica en la infancia (244). Este
hecho puede explicarse por varios mecanismos. En primer lugar, como ya se ha mencionado, el
IG y, por tanto, la reduccion de los picos glucémicos que el consumo de fibra induce en el
metabolismo de la materno, producen a su vez una disminucion de la secrecion de insulina. Dado
que la ingesta de fibra en el grupo EMA es estadisticamente significativamente menor que en el
grupo control, la homeostasis glucidica podria verse alterada y, como consecuencia, causar
hiperinsulinemia que, en mujeres embarazadas, se asocia con macrosomia fetal, incluyendo un
mayor perimetro cefalico (245). Por Gltimo, la ingesta de fibra promueve una microbiota intestinal
sana, que podria fermentar la fibra y producir AGCC (157). Estos AGCC, al igual que el butirato,
aumentan la saciedad, el gasto energético, reducen los niveles de AMPc en los adipocitos,
modulan el metabolismo y mejoran la sensibilidad a la insulina (246). Aunque la relacion entre la
ingesta de fibra y el perimetro cefalico no esta totalmente establecida y se necesitan mas
investigaciones, los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral concuerdan con los
mostrados por Paknahad y col. en 2019 (247). No solo se ha encontrado esta relacién, sino que,
ademéas, como se ha indicado anteriormente, la ingesta de fibra en el grupo de EMA es
significativamente menor que en el grupo de control. La ingesta de fibra disminuye a lo largo de
la vida (248), y teniendo en cuenta todos los problemas que esto puede inducir durante el
embarazo, para la salud materno-fetal y las alteraciones metabdlicas asociadas, como la obesidad
infantil (249), es necesario seguir investigando en este campo, ademas de revisar las actuales

guias nutricionales para la poblacién gestante.

En el presente trabajo, se ha encontrado una mayor ingesta de proteinas en comparacion
con estudios anteriores (250), y en ambos grupos, el consumo diario fue similar. Sin embargo, es
importante tener en cuenta no solo la cantidad de proteina, sino también la calidad. Cabe destacar
que la proteina animal se considera una proteina completa, ya que proporciona los nueve
aminoacidos esenciales, mientras que la proteina de los alimentos de origen vegetal (legumbres y
frutos secos) se considera «incompleta» porque a menudo carece de uno 0 mas aminoacidos
esenciales o tiene proporciones insuficientes de los mismos (251). Ademas, también es importante
sefialar que la biodisponibilidad de las proteinas de origen vegetal puede ser menor debido a la
presencia de compuestos como los fitatos y los taninos, que pueden interferir en la absorcién de

determinados aminoécidos (252). En consecuencia, al analizar el consumo de grupos de



alimentos, el grupo control presenta una tendencia a consumir mas proteina animal, mientras que
las mujeres de EMA consumen més proteina vegetal, con las posibles consecuencias nutricionales
que ello puede tener. También se observa, tanto en el grupo control como en el de EMA, que este
macronutriente alcanza, e incluso supera, las INR. Dado que las proteinas intervienen en procesos
estructurales y funcionales, una ingesta adecuada de las mismas asegurara un correcto suministro
para el metabolismo y crecimiento fetal (253), pero en este caso, la ingesta es ligeramente
superioren comparacion con las INR, y una ingesta elevada de proteinas se ha relacionado con un
aumento del peso al nacer (254) pero con efectos modestos, que no se observaron en el presente
estudio, ya que todos los recién nacidos estaban dentro de su percentil correspondiente. Aun asi,
se ha establecido que entre el 10 y el 25% de la ingesta total de energia procedente de proteinas
parece ser segura para las mujeres embarazadas (105), y en el presente estudio, la ingesta de
ambos grupos se situd en torno al 20% de la energia total. No obstante, debe tenerse en cuenta

tanto la cantidad como la calidad de las proteinas que se ingieren.

El altimo macronutriente analizado fueron los lipidos totales. Tanto en las gestantes del
grupo control como en las del grupo EMA, la ingesta de este macronutriente es ligeramente
elevada, pero dentro de valores normales y saludables, ya que ambos grupos de estudio cumplen
las INR. Otros estudios han encontrado una ingesta del 25-35% de la energia total obtenida de
este macronutriente (255), al igual que en el presente estudio, lo que se considera una ingesta
adecuada. Al igual que ocurre con la fuente de origen en el consumo de proteinas, es importante
conocer el origen de los lipidos consumidos. Los resultados obtenidos en la presente Tesis
Doctoral, revelan que, aunque sin diferencias estadisticamente significativas, puede observarse
una pequefa tendencia hacia un mayor consumo de colesterol y acidos grasos saturados (AGS),
asi como de &cidos grasos monoinsaturados (AGMI), en el grupo de madres >35 afios. Estos
acidos grasos son necesarios para el crecimiento y desarrollo de los tejidos, especialmente los
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) como el DHA y el EPA, que son cruciales durante el
embarazo para satisfacer las necesidades tanto del feto en desarrollo como de la madre (115). La
correcta ingesta de lipidos totales, asi como de diferentes acidos grasos, tiene un papel importante
en la salud del recién nacido, ya que un consumo excesivo de acidos grasos se ha correlacionado
con obesidad infantil, resistencia a la insulina y enfermedades cardiovasculares (117), y este
aspecto, por las razones indicadas anteriormente, deberia estudiarse con mayor profundidad en el

grupo de madres de EMA.

En cuanto a los micronutrientes, se ha encontrado la ingesta de tres minerales, zinc, cobre
y selenio, fue significativamente menor en el grupo EMA 'y, ademas, se encontrd, en este grupo,
muy por debajo de las INR. El zinc es un componente de mas de 200 enzimas y de varios
nucledtidos, proteinas y hormonas y desempefia un papel muy importante en multiples procesos

fisiologicos (256). Los déficits de zinc contribuyen a millones de muertes maternas e infantiles al



afio, la mayoria en paises en vias de desarrollo (257). También se han asociado a partos
prolongados, neonatos prematuros, restriccion del crecimiento fetal y bajo peso al nacer (258). El
cobre y el selenio son los siguientes cuya ingesta en el grupo EMA es considerablemente inferior
en comparacion con el grupo de control, y su consumo no alcanza las INR en las madres mayores.
El cobre es un cofactor esencial de enzimas como la citocromo ¢ oxidasa, crucial para el desarrollo
cerebral y neuroldgico, cuya deficiencia puede conducir a un desarrollo incompleto no sélo de las
estructuras cerebrales sino también del cerebro (259), asi como de las estructuras 6seas y los
tejidos conectivos al ser vital en la funcion de la lisil oxidasa, enzima implicada en la formacion
de colageno y elastina (260). Por otro lado, el selenio desempefia un papel importante en el
desarrollo fetal debido a su funcion antioxidante, ya que es un componente esencial de las
selenoproteinas, como la glutation peroxidasa (261). Ademas, el estrés oxidativo derivado de
niveles bajos de selenio puede estar relacionado con el crecimiento fetal al restringir el flujo
sanguineo placentario (262). Por lo tanto, una ingesta menor de estos minerales puede desempefiar

un papel crucial durante el embarazo y en el desarrollo neonatal.

En cuanto al grupo de vitaminas, el consumo de vitamina B1 (tiamina), vitamina B3
(niacina), vitamina C y folato es estadisticamente diferente entre grupos las embarazadas control
y EMA, siendo mayor en el grupo de gestantes menores de 35 afios. Ademas, respecto a las INR,
las vitaminas B1, B2 y B3 se encuentran por debajo de los mismos en ambos grupos. En este
sentido, diversos estudios han relacionado la deficiencia de vitamina B1 con problemas en el
desarrollo cerebral fetal, debido a alteraciones en la sintesis de lipidos y nucleétidos en el cerebro
causadas por alteraciones en los sistemas enzimaticos dependientes de tiamina (263). Esta
deficiencia contrasta con otros estudios realizados en Espafia, que informan de un consumo
similar en mujeres embarazadas pero sin diferenciar por rangos de edad (232). En el caso del
acido félico, una vitamina hidrosoluble del grupo B, su deficiencia provoca la acumulacion de
homocisteina, que puede conducir a resultados adversos del embarazo y a problemas relacionados
con el crecimiento del tubo neural. Las concentraciones de folato tienden a disminuir durante el
embarazo, debido a la demanda fetal junto con una disminucion de sus niveles con la edad, debido
a factores ya mencionados como los cambios en el sistema gastrointestinal y la capacidad de
absorcién de vitaminas y minerales (264). Por lo tanto, la suplementacion en el periodo
periconcepcional como la posterior a la concepcion son esenciales (265); sin embargo, tal como
se ha evidenciado en este estudio, la suplementacion por si sola podria no ser suficiente para cubrir
los requerimientos, por lo que es importante destacar la necesidad de incrementar el consumo de
alimentos ricos en folato especialmente en embarazadas con edad superior o igual a 35 afios. Esta
estrategia podria contribuir al cumplimiento de las necesidades nutricionales, en combinacion con
la suplementacion, y asi prevenir posibles problemas de salud en el recién nacido. En el caso de

la vitamina C, el patron observado es opuesto al descrito previamente para otras vitaminas.



Aunque ambos grupos alcanzaron las INR, el grupo control presentdé un consumo
significativamente mayor en comparacion con el grupo de mujeres con edad materna avanzada.
La vitamina C es una vitamina antioxidante cuya funcion principal es prevenir la aparicion del
estrés oxidativo (266), el cual se considera un mecanismo comun implicado en la fisiopatologia
de ciertas complicaciones del embarazo, como la restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU),
y se ha asociado también a enfermedades no transmisibles en la infancia, como la obesidad y la
diabetes tipo 2 (267). Por el contrario, y basandose en este mismo mecanismo, una ingesta
excesiva podria alterar la sefializacion oxidativa normal y reducirla en exceso, lo cual limitaria el
crecimiento cerebral 6ptimo y, por ende, el perimetro cefélico. La evidencia cientifica respecto a
la suplementacién con esta vitamina es, por tanto, contradictoria, e incluso se han observado
efectos adversos (266). También se observa una asociacién negativa entre el perimetro cefalicoy
la vitamina A. No obstante, en este caso, ambos grupos alcanzaron, e incluso superaron, la ingesta
adecuada. La vitamina A es esencial para el desarrollo fetal, ya que regula procesos como la
diferenciacion celular y el desarrollo de érganos. Sin embargo, un exceso de esta vitamina podria
tener efectos teratogénicos, interfiriendo con los procesos morfoldgicos (268), lo que podria

conducir a una disminucién del perimetro cefalico.

Otros micronutrientes se encuentran por debajo de las INR establecidos en Espafia para
la poblacién gestante en ambos grupos de estudio; sin embargo, su consumo es similar entre
ambos. Estos micronutrientes son el hierro, yodo, fltor, vitamina B6 y vitamina D. El hierro,
esencial para la produccion de mioglobina y hemoglobina, asi como para apoyar procesos
celulares como el crecimiento, la respiracion y el transporte de oxigeno, presenta requerimientos
elevados de hasta 27 mg/dia debido a la expansion de la masa eritrocitaria materna, el desarrollo
fetal y la preparacion para la posible pérdida de sangre durante el parto (269). De forma similar,
el yodo, crucial para la regulacion del metabolismo, el crecimiento y el desarrollo del sistema
nervioso a través de las hormonas tiroideas, parece tener demandas aumentadas durante el
embarazo debido a los cambios metabélicos y hormonales, aunque sus efectos sobre las medidas
antropomeétricas fetales aun no han sido suficientemente investigados y los resultados al respecto
son poco concluyentes. La vitamina D, cuya sintesis se produce principalmente a través de la
exposicion solar, depende completamente de las reservas maternas y es fundamental para el
desarrollo fetal. Su deficiencia se ha asociado con complicaciones como la preeclampsia y el
nacimiento de recién nacidos pequefos para la edad gestacional, y algunos estudios han sugerido
asociaciones modestas con el peso al nacer y la masa 6sea (270, 271). Es destacable que, en la
presente Tesis Doctoral, las ingestas dietéticas de vitamina D se encuentran por debajo de los
niveles recomendados, lo que refuerza la importancia de la suplementacion. No obstante, debe
sefialarse que muchos de estos micronutrientes son cominmente suplementados durante el

embarazo, aunque esta recomendacion depende del criterio del equipo médico que acompafia a la



gestante. Al igual que las guias dietéticas, estas indicaciones no suelen diferenciarse en funcién
de la edad materna, y las dosis se recomiendan por igual para todas las edades. Por tanto, la
correccion de las guias dietéticas, junto con estrategias de suplementacion mas eficaces, podria
constituir una politica recomendable para favorecer un desarrollo fetal adecuado y prevenir

complicaciones durante el embarazo.

Finalmente, se evalu6 el contenido de polifenoles en la dieta en ambos grupos de estudio.
Segun los distintos subgrupos de polifenoles, se observé una considerable variabilidad entre los
grupos de estudio. Asi, la ingesta dietética de antocianinas, flavonas, flavonoles y
hidroxifenilpropenos fue significativamente mayor en el grupo de mujeres con edad materna
avanzada en comparacion con el grupo control. Los principales efectos beneficiosos atribuidos a
su consumo se relacionan con su actividad antioxidante; no obstante, también se han asociado con
una reduccién del riesgo de enfermedades cardiovasculares (272). A pesar de ello, una ingesta
elevada de estos compuestos se ha vinculado a distintos problemas durante el parto, como el bajo
peso al nacer (273-277), debido a la posible asociacién entre el consumo de polifenoles y la
constriccion del conducto arterioso fetal (275). Mas alla del consumo en si, resulta relevante
destacar que las flavonas y los flavonoles forman parte del grupo de los flavonoides, los cuales
han sido descritos como inhibidores de la absorcién de ciertos micronutrientes como el hierro y
el acido folico (278), minerales cuya ingesta en esta poblacion de madres de EMA se encuentra
notablemente por debajo de las recomendaciones dietéticas. Los estudios en mujeres embarazadas
son escasos y muestran resultados controvertidos respecto a los beneficios o posibles efectos
adversos de estos compuestos (279). Ademas, el papel especifico de los polifenoles durante el
embarazo en mujeres con edad materna avanzada ain no ha sido investigado, por lo que se

requieren mas estudios en este &mbito.

7.2.  Adipoquinas placentarias

La placenta, en su funcién de 6rgano endocrino fundamental durante la gestacion, regula
de manera significativa los cambios hormonales que se producen en la mujer embarazada.
Alteraciones en su funcionamiento pueden comprometer el curso normal del embarazo, dando
lugar a complicaciones gestacionales y repercusiones adversas tanto para la salud materna como
fetal. En la presente Tesis Doctora, se encontr6 que la EMA induce una alteracién metabdlica en
las adipoquinas secretadas por la placenta, especialmente cuando la madre da a luz a un neonato
varén, destacando que esta disparidad basada en el sexo en embarazos de edad avanzada seria
capaz de inducir alteraciones que pueden afectar al desarrollo del feto y, por tanto, condicionar la
salud postnatal. Un punto importante a destacar de los resultados obtenidos en el presente trabajo,
es que las muestras de tejido placentario se recogieron en condiciones idénticas de los grupos de

estudio, sin diferencias estadisticas entre parto por cesarea y vaginal, caracteristicas



sociodemograficas y tampoco en las medidas antropométricas de las madres, lo que minimizo

estas fuentes de sesgo en la sefializacion de adipoquinas placentarias.

La placenta es un 6rgano transitorio situado en la confluencia de la circulacion sanguinea
materna y fetal, que desempefia una serie de funciones esenciales para el embarazo. EI suministro
de nutrientes y oxigeno al feto es primordial, junto con la produccion de diversas hormonas y
factores de crecimiento que pueden influir en la madre, en el feto o en ambos tras su liberacion
(59). Ademas, las funciones placentarias podrian regularse a través de mecanismos paracrinos o
autocrinos y, en este sentido, las adipoquinas liberadas estan implicadas en el control del
crecimiento y el desarrollo fetal y placentario.

La EMA influye en la sefializacion de la insulina debido a alteraciones en la funcion del
trofoblasto, como la disfuncion mitocondrial y los elevados niveles de especies reactivas del
oxigeno (ROS), que alteran la funcidn placentaria e inducen resistencia a la insulina (280, 281).
En la presente Tesis Doctoral, se encontraron importantes diferencias en los niveles de insulina,
que aumenta su produccion en la placenta de las madres de EMA, y especialmente en las que
dieron a luz a un vardn. En este sentido, estudios previos llevados a cabo por mi grupo de
investigacion, han puesto de manifiesto que el sexo del recién nacido afecta al grado de agresion
oxidativa sufrida, indicando que las defensas antioxidantes de los neonatos varones son menores
gue en las nifias durante el parto, lo que conlleva una desventaja para hacer frente al dafio
oxidativo inducido, mostrando que los nifios presentan una menor capacidad antioxidante total
gue las nifias y una mayor expresion de citoguinas inflamatorias (282), hecho que podria explicar
el aumento compensatorio de la produccién de insulina, que tiene importantes repercusiones para
la madre, el desarrollo del feto y la vida del neonato. Este aumento en la produccion de insulina
también es responsable de los menores niveles de glucagén encontrados en la placenta de las
madres que dieron a luz varones en el grupo EMA en comparacién con las del grupo control. Los
niveles de resistina fueron inferiores en el grupo de edad materna avanzada en comparacion con
el grupo de control. Esta adipoquina inhibe la sefializacion de la insulina y es un importante
regulador de la intolerancia a la glucosa (283), lo que revela que si los grupos no se dividen por
el sexo del neonato, la homeostasis de la glucosa se conserva en la edad materna avanzada. En la
placenta de los fetos masculinos del grupo EMA, se encontraron correlaciones positivas entre y
GIP con el peso al nacer y GIP con la circunferencia de la cabeza, lo que puede explicarse porque
GIP promueve la neuritogénesis y la extension de los axones, revelando que la sefial de GIP es

esencial durante el desarrollo temprano del cerebro (284).

Los niveles de visfatina fueron superiores en los embarazos de edad materna avanzada en
comparacion con el grupo de control. Estudios anteriores han encontrado (285) que los niveles de

visfatina aumentan en el liquido amnidtico con el progreso de la gestacion y que existe una



relacién positiva con la edad gestacional, lo que revela un vinculo entre el estiramiento de las
membranas fetales y la expresion y liberacion aumentada de visfatina. De acuerdo con esto, podria
hipotetizarse que, el aumento de los niveles de visfatina en embarazos de edad materna avanzada,
indicaria un estiramiento excesivo del Utero y de las membranas fetales, comprometiendo su
capacidad para resistir la presion intraamni6tica en comparacion con embarazos de menor edad.
Ademas, también se ha sugerido que la visfatina durante el embarazo disminuye la contractilidad
del miometrio (68), lo que indica que niveles elevados de visfatina en madres embarazadas
dificultan la contractilidad uterina, hecho que podria afectar al parto en gestantes de edad materna
avanzada. En la placenta de fetos femeninos pertenecientes al grupo EMA, se observé una
correlacion negativa entre los niveles de visfatina y el perimetro cefalico. En este contexto,
estudios previos han sugerido que la visfatina podria funcionar como un marcador predictivo del
crecimiento fetal. EI IMC materno parece desempefiar un papel modulador en la relacion entre
los niveles de visfatina y las medidas antropométricas neonatales. En gestantes con un IMC dentro
de rangos normales, los niveles de visfatina se correlacionaron positivamente con la talla del
recién nacido; sin embargo, en aquellas con un IMC elevado, dicha correlacion fue negativa (286).
Estos hallazgos sugieren que las condiciones metabodlicas intrauterinas asociadas a la edad
materna avanzada podrian asemejarse a los resultados observados en un entorno obesogénico, lo
gue podria repercutir negativamente en el desarrollo cerebral y, especificamente, en el perimetro

cefélico del neonato.

Los niveles de leptina fueron menores en el grupo EMA en comparacion con el grupo
control, y también se observaron niveles mas bajos en los embarazos de fetos masculinos dentro
del grupo EMA en comparacién con los del grupo control. Estudios previos han reportado que,
en contextos de edad materna avanzada, puede producirse tanto un aumento significativo en las
concentraciones maternas de leptina como una disminucién en su expresion placentaria (287),
como se observa en la presente Tesis Doctoral. No obstante, nuevamente, las diferencias mas
marcadas parecen estar asociadas a la gestacion de un feto masculino. La mayoria de las
investigaciones previas sobre leptina y descendencia se han centrado en los niveles circulantes
maternos de leptina, en lugar de en la leptina placentaria, a pesar de que la mayor parte de esta
Gltima es secretada hacia el torrente sanguineo materno (288). No obstante, ambos
compartimentos fisioldgicos son distintos, y podria no existir una relacion directa entre ellos. Un
estudio previo (289) también demostro la existencia de dimorfismo sexual en la placenta, aunque
centrado en las diferencias asociadas al peso materno y sin considerar la edad materna. En dicho
caso, las diferencias fueron atribuidas al indice de masa corporal materno. Sin embargo, en un
estudio mas reciente, se observaron diferencias en la expresion de citocinas inflamatorias entre
placentas masculinas y femeninas, lo que aporta evidencia adicional del dimorfismo sexual en la

placenta humana (290). De manera consistente con lo sefialado anteriormente (282), los varones



al nacer presentan una mayor expresion de citocinas inflamatorias, lo que podria explicar las
diferencias observadas en el presente estudio, incluso en ausencia de diferencias antropométricas.
Otro hallazgo relevante es la correlacion negativa observada entre los niveles de leptina y el
perimetro cefélico en placentas de fetos masculinos del grupo control. El perimetro cefalico se
correlaciona con el volumen cerebral y, en consecuencia, la leptina podria desempefiar funciones
adicionales importantes durante el desarrollo fetal, mas all& de su papel en la regulacion de la
saciedad a través de la via hipotaldmica en etapas posteriores de la vida (291). Se ha planteado
que la leptina también contribuye al crecimiento y la maduracion neuronal, lo cual sugiere que
podria influir en el desarrollo y crecimiento cerebral fetal humano, ademas de ser un indicador de
adiposidad e indice de masa corporal (292). Estudios previos han reportado correlaciones
positivas (293, 294), negativas (295) e incluso la ausencia de correlaciones (296) entre los niveles
maternos de leptina y las medidas antropométricas neonatales. Estas observaciones
contradictorias podrian deberse a que los niveles de leptina han sido determinados en suero
materno o en sangre del cordon umbilical, mientras que la mayor parte de la leptina se produce
en la placenta (297), como se midi6 en la presente Tesis Doctoral. Ademas, multiples factores

asociados al embarazo pueden influir en los niveles de leptina (298).

Por otro lado, en las placentas de fetos masculinos del grupo control se observo una
correlacion positiva entre irisina y la longitud neonatal, en concordancia con estudios previos que
han evidenciado niveles reducidos de irisina en situaciones de restriccion del crecimiento

intrauterino, lo que respalda su papel esencial en el desarrollo fetal (299).

Los niveles de PAI-1 fueron inferiores en el grupo EMA en comparacion con las mujeres
embarazadas mas jovenes. Este hallazgo resulta relevante, ya que el PAI-1 inhibe al activador
tisular del plasminégeno y a la uroguinasa, blogueando asi la activacion del plasmindgeno y la
fibrindlisis. Un embarazo exitoso depende de un equilibrio delicado entre la coagulacion materna
y la fibrindlisis. EI embarazo, por si mismo, representa un estado de hipercoagulabilidad inducido
por alteraciones hormonales, con el fin de prevenir hemorragias maternas excesivas durante el
parto (300). Ademas, el PAI-1 inhibe la funcion de las metaloproteinasas de la matriz extracelular,
y se ha demostrado que su disminucion o deficiencia congénita conlleva una mayor tendencia al
sangrado debido a una fibrindlisis no regulada (301). Por tanto, los niveles reducidos de PAI-1
placentario podrian originar un desequilibrio en los procesos de hemostasia y coagulacion, los
cuales son fundamentales durante el periodo periparto. De forma interesante, se ha descrito que
los niveles de PAI-1 en pacientes con diabetes gestacional son significativamente mas bajos que
en embarazos normales (302). En este sentido, aunque en la presente Tesis Doctoral no se tuvieron

en cuenta casos de diabetes al ser un criterio de exclusion, si se observo un aumento significativo



de los niveles de insulina, lo que demuestra la relacion existente entre la homeostasis de la glucosa

y el PAI-1 en embarazos de edad materna avanzada.

7.3. Expresion génica de transportadores de nutrientes placentarios

La expresion génica de los transportadores de nutrientes en la placenta juega un papel
fundamental para asegurar que el feto en formacion reciba un suministro adecuado de nutrientes
esenciales para un crecimiento y desarrollo saludables. La placenta es un 6rgano transitorio que
se forma y conecta al feto en desarrollo con el Utero y se expulsa como desecho bioldgico tras el
alumbramiento (303). El transporte de nutrientes a través de la placenta es mediado por una
variedad de proteinas transportadoras, cada una con especificidad por diferentes clases de
nutrientes, incluidos aminoacidos, glucosa, 4cidos grasos y micronutrientes. El
sincitiotrofoblasto, la principal célula epitelial de transporte y endocrina de la placenta humana,
desempefia un papel fundamental en la determinacién del metabolismo fetal, mediado por una

multitud de funciones, incluido el transporte de nutrientes (304).

El andlisis del tejido placentario revel6 patrones diferenciales de expresion de genes clave
de transportadores de nutrientes en relacion con la edad materna avanzada y el sexo fetal. Mientras
que la expresién de DMT1, CD36, FABP3, FABP4, LAT1 y SLC27A1 no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de EMA y el grupo control, si se observd una
diferencia significativa en la expresion del gen SNATL, que fue mayor en el grupo control
respecto al grupo EMA. SNAT1 es una isoforma del transportador neutral de aminoécidos Na-
dependiente, con un papel clave en el transporte de aminoacidos, responsable de la acumulacion
activa de aminoacidos en la placenta a partir de la sangre materna. Estos aminoacidos son
cruciales para la sintesis de proteinas, el crecimiento y el desarrollo general del feto (305). Su
reduccion en mujeres de EMA podria reflejar una menor eficiencia en el suministro de
aminodcidos esenciales al feto, lo cual ha sido relacionado con alteraciones en el crecimiento fetal
y en la programacion metabélica (306, 307). Varios estudios apoyan la idea de que la edad
materna avanzada puede afectar a la funcion placentaria y al transporte de nutrientes (308). Este
patron puede reflejar una reducida capacidad adaptativa del sincitiotrofoblasto de gestantes
mayores, dada su importancia en la captacion de nutrientes. Incluso, las investigaciones apuntan
a la regulacion a la baja de la sefializacion placentaria mTOR o insulina/IGF-I en los embarazos

de EMA, modulando el envejecimiento y reducen el transporte de aminoacidos (303).

Por otro lado, se estudio la expresion génica de estos transportadores diferenciandolos
por grupo y por el sexo del feto. Siguiendo con el Unico transportador que se encontraron
diferencias comparando por grupos, en el caso del SNAT1, se encontraron diferencias
significativas entre las placentas que albergaron fetos del sexo femenino del grupo control y

ambos sexos del grupo EMA, siendo mayor la expresion en las del grupo control en ambos casos.



Primero, se ha evidenciado que la placenta presenta adaptaciones especificas segun el sexo en
respuesta al entorno materno (309). Estas adaptaciones pueden influir en el transporte de
nutrientes y generar diferencias potenciales de crecimiento para los fetos masculinos y femeninos.
Diversas teorias evolutivas, basadas en estudios con modelos animales, sugieren que los fetos
masculinos son méas vulnerables a condiciones maternas adversas. En este contexto, se ha
propuesto que las placentas que gestan fetos femeninos son mas capaces de adaptarse para
mantener un adecuado suministro de nutrientes, lo que podria explicar las diferencias observadas
en la expresion génica del transportador y su potencial impacto en el crecimiento (310). Sin
embargo, la pérdida de esta ventaja adaptativa en las placentas de mujeres del grupo EMA con
fetos femeninos sugiere que dicho beneficio podria estar condicionado por la edad materna. Esto
refuerza la hipétesis de que la edad avanzada puede afectar negativamente la capacidad
placentaria para transportar aminoacidos, incluso en aquellos casos donde, tedricamente, el sexo

fetal podria conferir una ventaja.

CD36 y DMT1, mostraron una expresion significativamente mayor en placentas de nifias
del grupo control en comparacion con nifias del grupo EMA, y también frente a nifios del mismo
grupo control. Esto sugiere una doble influencia, tanto del dimorfismo sexual fetal, como de la
edad materna. Por un lado, la edad materna avanzada podria condicionar la expresion de estos
genes en fetos femeninos. Por otro lado, el sexo femenino en embarazos control podria asociarse
a una mayor eficiencia de transporte de lipidos (CD36) y metales divalentes (DMT1). De nuevo,
ambos resultados, concuerda con las teorias expuestas previamente (309, 310). Es conocido que
el CD36 desempefia un papel crucial en la captacion placentaria de acidos grasos, los cuales son
vitales para el crecimiento y desarrollo del feto al actuar como constituyentes fundamentales de
las bicapas lipidicas que constituyen las membranas celulares, como almacenamiento de energia
y moléculas de sefializacion, por lo tanto una mayor expresion de este gen en placentas femeninas
del grupo control podria indicar una mayor capacidad adaptativa en estos embarazos para
optimizar la transferencia lipidica, lo cual es especialmente relevante dado que el cerebro fetal
femenino puede presentar tasas de maduracion precoz mas elevadas, y por ende una mayor
demanda de lipidos estructurales. EI DMT1 por su parte, es el principal responsable de la
captacion de hierro a la placenta (90). El hierro es esencial para numerosos procesos biol6gicos
incluyendo el transporte de oxigenos, la sintesis de ADN y diversas funciones enzimaticas. Una
mayor expresion de este gen en embarazos femeninos podria sugerir una mayor demanda o una
utilizacion mas eficiente del hierro por parte de los fetos femeninos. Esto es relevante en ciertas
patologias, como por ejemplo la anemia ferropénica materna, ya que las investigaciones indican
que la expresion de DMT1 aumenta en respuesta a esta (311). Esto a su vez, pone de relieve la
capacidad de la placenta para adaptarse a las condiciones cambiantes de la madre y priorizar el

transporte de hierro al feto, incluso cuando las reservas de hierro maternas estdn comprometidas.



Ademas, el metabolismo del hierro y la ferroptosis (una forma de muerte celular relacionada con

el hierro) pueden desempefiar papeles diferentes en los embarazos masculinos y femeninos (312).

Asimismo, se detectd una expresion significativamente mas alta de FABP4 en placentas
de nifias del grupo control frente a nifios del mismo grupo y frente a ambos sexos en el grupo
EMA. Dado que este transportador participa en la captacion y movilizacién intracelular de acidos
grasos, su perfil de expresion podria estar asociado a un entorno més favorable para el desarrollo
fetal femenino en madres jovenes, en comparacion con el ambiente intrauterino metabélicamente
mas desfavorecido y estresante del grupo EMA (309).

Por otra parte, el LATL1 es un transportador de aminoécidos neutros de cadena larga,
también mostré mayor expresion en placentas control de nifias en comparacion con nifios del
mismo grupo control, lo que podria conducir a un mayor aporte de nutrientes especificos
esenciales para el desarrollo cerebral y del sistema nervioso, especialmente en el sexo femenino
ya que como se describié anteriormente, su sobreexpresion activa ademas la sefializacion de la
via mTOR, favoreciendo la transferencia de nutrientes al feto (95). En este sentido, y dado que
los cerebros masculino y femenino se desarrollan en periodos y de forma diferente, con
vulnerabilidades y necesidades distintas, es plausible que la placenta ajuste el transporte de

nutrientes para satisfacer estas necesidades especificas de cada sexo (313).

Finalmente, SLC27A1, implicado en la captacién de acidos grasos de cadena larga,
presentd una expresion significativamente elevada en placentas de nifias del grupo control frente
al resto de los grupos en consonancia con los hallazgos encontrados para el FABP4, transportador
de acidos grasos (309). Este hallazgo refuerza la idea de una regulacion diferencial segin el sexo
fetal, especialmente en condiciones de menor estrés placentario como en embarazos de mujeres

jovenes.

Ademés, hay evidencia de que los fetos femeninos priorizan la eficiencia placentaria
sobre el crecimiento fetal maximo, a diferencia de los fetos masculinos que tienden a mantener
un ritmo de crecimiento méas acelerado incluso en condiciones adversas. Esta estrategia de
programacion placentaria metabolicamente beneficiosa para el sexo femenino podria estar
reflejada en una expresion mas eficiente de transportadores clave como CD36 y DMT1 en un
ambiente materno ptimo, lo que contribuiria a asegurar un desarrollo fetal saludable y estable
(314).

En conjunto, los resultados de este estudio, junto con la evidencia cientifica existente,
podrian apuntar a que el sexo fetal constituye un determinante clave en la expresidn génica de

transportadores placentarios, especialmente en contextos gestacionales y maternos 6ptimos.



Respaldan asi la hipétesis de que el sexo fetal femenino podria conferir una ventaja adaptativa en
términos de funcion placentaria, al menos en contextos sin alteraciones maternas como la edad
materna avanzada. La mayor expresion de ellos en placentas que han albergado fetos del sexo
femenino en comparacion con los demas grupos de estudio, puede reflejar una estrategia bioldgica
diferencial, en la que la gestacion de un feto femenino, crea una ventaja evolutiva que conduce a
la eficiencia funcional de la placenta sobre un crecimiento fetal acelerado. Esta estrategia de
programacion placentaria, podria conferir una ventaja metabdlica al optimizar la captacion de
nutrientes esenciales y asegurar un desarrollo estable, incluso frente a variaciones moderadas en
el entorno materno (314). Sin embargo, esta ventaja parece atenuarse en condiciones menos
favorables, como en el caso de la EMA, donde se observa una disminucion de la expresion de
estos transportadores en fetos femeninos. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la interaccion
entre el sexo fetal y el ambiente intrauterino influye profundamente en la regulacién placentaria
Yy, por ende, en el desarrollo fetal.

7.4. Expresion proteica de transportadores placentarios
Tras analizar los perfiles de expresion génica de diversos transportadores de nutrientes
en la placenta y observar diferencias asociadas a la edad materna, resulta fundamental
complementar estos hallazgos mediante el estudio de la expresion proteica. Si bien el analisis del
ARN mensajero aporta informacion valiosa sobre la regulacion transcripcional, los niveles de
ARN no siempre se correlacionan directamente con la cantidad ni la funcionalidad de las proteinas
codificadas, debido a la influencia de mecanismos post-transcripcionales, tasas de degradacion y

modificaciones postraduccionales.

Los resultados obtenidos del estudio de la expresion proteica de transportadores de
nutrientes placentarios mostraron que tanto el DMT1 como el SNAT1 fueron significativamente
mayores en el grupo EMA que en el grupo control, hallazgos completamente opuestos a los
encontrados en la expresion génica de los mismos, ya que SNAT1 fue mayor en el grupo control
que en EMAy el DMT1, a pesar de no mostrar diferencias significativas, su tendencia fue también

a ser mayor en el grupo control.

Estos resultados, aunque a simple vista puedan parecer controversiales, podrian tener
varias explicaciones. La primera la puede encontrarse en la regulacion post-transcripcional. La
cantidad de ARNm no siempre se traduce directamente en proteina debido a mecanismos que
regulan la estabilidad, transporte y disponibilidad del ARNm. Factores como microRNAS
(miRNASs) que son pequefias moléculas de ARN no codificante que pueden unirse al ARNm e
inhibir su traduccion en proteina (315) o las proteinas de unién a ARNm. Ambos pueden inhibir
la traduccién del mensaje en el grupo control, pese a su alta abundancia, lo que explicaria una

menor produccién proteica relativa en ese grupo. Otra posible explicacion la podemos encontrar



en la eficiencia traduccional, es decir, la tasa de sintesis proteica por molécula de ARNm. Esta
eficiencia puede estar modificada por la epigenética o el reclutamiento de ribosomas o ciertos
elementos del ARNm como la secuencias 5> URT (316). La maquinaria traduccional es muy
activa y adaptativa a ambientes de estrés o cambio metabolico en placenta. El siguiente
mecanismo que puede explicar estas divergencias en los resultados seria que las proteinas que
expresan estos transportadores tengan una vida media méas larga en el grupo EMA favoreciendo
asi su acumulacion incluso si son sintetizados a partir de menos ARNm. Este fendmeno podria
estar relacionado con alteraciones en la maquinaria de degradacion proteica o cambios en el
ambiente redox placentario. El estrés oxidativo puede dafiar las proteinas, haciéndolas méas
susceptibles a la degradacion, pero también puede perjudicar la funcion del proteosoma, lo que
conduce a la acumulacion de proteinas (317). Por Gltimo, desde un punto de vista funcional, el
aumento de la expresion proteica en el grupo EMA podria representar un mecanismo
compensatorio ante un entorno intrauterino adverso, caracterizado por mayor estrés oxidativo,
hipoxia o inflamacion leve. En este contexto, la placenta podria modular la traduccién de ciertos
transportadores para garantizar el intercambio adecuado de nutrientes a pesar de los retos que

plantea el entorno adverso (309).

Por todo lo anteriormente expuesto, seria normal que la expresion proteica de
transportadores de nutrientes se vea aumentada en el grupo EMA frente al control, como marca
la tendencia de los resultados observados. En cuanto a SNAT1, su mayor expresion proteica en
el grupo EMA podria reflejar una respuesta compensatoria adaptativa a condiciones uterinas
menos favorables, como hipoxia o estrés oxidativo leve, frecuentemente asociados con la edad
materna avanzada. Este tipo de adaptacién busca optimizar el transporte de nutrientes esenciales
hacia el feto, asegurando un crecimiento adecuado incluso en condiciones suboptimas (318). Por
otro lado, puede ser contraproducente en estados fisioldgicos adversos, como en gestaciones con
complicaciones como diabetes u obesidad materna, donde citokinas proinflamatorias como IL-6
0 TNF-a, son capaces de regular al alza los transportadores de aminoacidos, aumentando asi el
transporte placentario de nutrientes, contribuyendo al crecimiento excesivo del feto (319). Para
DMT1, responsable del transporte de hierro y otros metales divalentes, la mayor expresion
proteica en el grupo EMA a puede deberse a una mayor estabilidad de la proteina o a un aumento
en su traduccién inducido por la demanda fetal de hierro. Esto es especialmente relevante
considerando que en embarazos de mayor edad materna puede haber una mayor necesidad de
regulacién del transporte de hierro para evitar efectos adversos sobre la oxigenacion y el
desarrollo fetal (320). EI DMT1 es vital para el crecimiento fetal, en particular para el desarrollo
del cerebro y la hematopoyesis (321). Cualquier alteracion de su funcion puede provocar serias
afectaciones para el feto, como retraso del crecimiento intrauterino (322), que se asocia ademas

con diversas patologias relacionadas con el sindrome metabdlico a largo plazo (323).



7.5. Microbiota de heces de madres y neonatos
En la presente Tesis Doctoral, se estudia por primera vez, los cambios en las comunidades
bacterianas presentes en las heces de mujeres gestantes de ambos grupos de estudio, control y
EMA, durante el embarazo, tras el parto, asi como la de los meconios de su descendencia. Se ha
estudiado su abundancia relativa a nivel de filo, su beta diversidad, asi como la abundancia

diferencial por pares.

En primer lugar, se debe prestar atencion al anélisis de diversidad beta mediante el indice
de Jaccard, que reveld una clara separacion entre las comunidades microbianas de los meconios
y las heces maternas, lo cual es consistente con el hecho de que el meconio representa una
microbiota mas inmadura y fuertemente influenciada por la exposicion intrauterina y perinatal
(324). Adicionalmente, se observé una ligera separacion entre los grupos EMA y control en
muestras maternas, lo que podria reflejar la influencia de factores fisiologicos o epigenéticos

asociados a la edad materna avanzada (325).

Durante la gestacién, los filos predominantes en ambos grupos fueron Firmicutes,
Actinobacteriota y Bacteroidota, en concordancia con lo reportado en la literatura cientifica para
microbiotas intestinales humanas sanas en el segundo trimestre de gestacion (326). Esta
composicion refleja un ecosistema microbiano que favorece la homeostasis intestinal y participa
activamente en funciones clave como la inmunomodulacion y el metabolismo energético (327,
328), procesos de gran relevancia durante la gestacion. En cuanto al analisis de abundancia
diferencial de las heces en esta etapa del embarazo, se observd que las familias
Bifidobacteriaceae, Coriobacteriaceae y Atopobiaceae se encontraban significativamente mas
enriquecidas en el grupo control en comparacion con el grupo EMA. Estos hallazgos adquieren
relevancia por el rol bien documentado de estas familias en la fermentacion de oligosacéridos,
produccion de AGCC y mantenimiento de la integridad epitelial (329, 330). A nivel de género,
se observaron mayores proporciones de Bifidobacterium, Turicibacter, Butyricicoccus, Enorma
y miembros de Lachnospiraceae en el grupo control, todos ellos asociados con perfiles
metabdlicos antiinflamatorios y eubidticos. El género Bifidobacterium se considera beneficioso
para la salud y las capacidades inmunomoduladoras (331). Las bifidobacterias en general, son
conocidas por su papel en la fermentacion de oligosacéridos y, como se comento anteriormente,
la produccién de AGCC, contribuyendo por tanto a la salud intestinal general (329). Turicibacter
por su parte, presenta propiedades antiiflamatorias, aunque también se le ha relacionado con
eventos adversos del sistema inmunitario (332). A los dos Ultimos géneros se le atribuyen
funciones beneficiosas al ser productores de AGCC, en concreto el Butyricicoccus produce

butirato, AGCC que sirve como importante fuente de energia para los colonocitos y el cual tiene



propiedades antiinflamatorias. (333). En contraste, los géneros Catenibacterium y Enterorhabdus
fueron méas abundantes en el grupo EMA, siendo este Ultimo relacionado con procesos
proinflamatorios en modelos experimentales (334) aunque, estos géneros estan menos estudiados
y sus funciones en la microbiota intestinal no se conocen del todo. La menor presencia de
bifidobacterias y bacterias butirato-productoras en gestantes de EMA podria estar condicionada
por factores como la dieta, el estado inflamatorio subyacente o una mayor exposicion a
antibioticos prenatales, todos ellos conocidos moduladores de la microbiota intestinal (335, 336).
Esta menor presencia microbiana beneficiosa en el grupo EMA podria estar directamente
relacionada con la menor ingesta de fibra dietética observada en estas gestantes, hallazgo
reportado previamente en los analisis nutricionales realizados. La fibra, en especial la de tipo
prebidtico, aquella definida como almiddn resistente, es el principal sustrato fermentable para las
bifidobacterias y otros géneros productores de butirato (337), y su consumo adecuado se asocia
con un microbioma mas diversificado y funcionalmente antiinflamatorio. La deplecion de estos
géneros en el grupo EMA sugiere un impacto negativo de la dieta baja en fibra sobre la estructura
de la microbiota intestinal materna. En este sentido, estudios experimentales recientes han
demostrado que ciertas cepas de Bifidobacterium, no solo modulan la composicion de la
microbiota intestinal materna, sino que también promueven la morfogénesis placentaria, mejoran
la expresidn de transportadores de nutrientes y favorecen el crecimiento fetal en modelos murinos,
sugiriendo una accién indirecta de la microbiota sobre el desarrollo fetal a través de la placenta
(91). Dichos resultados refuerzan la hipotesis de que una microbiota materna enriquecida en
bifidobacterias puede tener efectos beneficiosos sistémicos mas alla del tracto intestinal,

particularmente relevantes en el contexto del embarazo y el desarrollo fetal.

Parado6jicamente, los resultados presentes también mostraron que un mayor perimetro
cefalico neonatal se correlaciond significativamente con un menor consumo de fibra en las madres
del grupo EMA. Este hallazgo plantea una compleja relacion entre la dieta materna, el entorno
microbiano intestinal y el desarrollo fetal. Si bien una dieta pobre en fibra puede alterar la
composicién microbiana, como se observo en EMA, es posible que este mismo entorno favorezca
una mayor disponibilidad de otros nutrientes, como la glucosa o ciertos amino&cidos, cuya
absorcién no compite con la fermentacién de fibra y que podrian ser redirigidos al feto en forma
de energia disponible para el desarrollo cerebral (338, 339). Ademas, otro posible mecanismo
para explicar estos hallazgos es que, en ausencia de una microbiota rica en AGCC, el metabolismo
placentario y fetal priorice otras rutas energéticas o aumente la actividad de transportadores
especificos para compensar el déficit microbiano, como se ha observado en la mayor expresion
proteica de SNAT1 y DMT1 en placentas EMA. Estos transportadores facilitan la entrada de
nutrientes clave como aminoécidos neutros e hierro, que son fundamentales para el desarrollo

neurofetal, incluyendo el crecimiento del perimetro cefalico.



Tras el parto, se observé un cambio en la composicion microbioana, con una mayor
abundancia relativa del filo Verrucomicrobia en el grupo EMA, en comparacion con
Bacteroidota, que se mantuvo elevado en el grupo control. Este hallazgo podria estar relacionado
con cambios metabdlicos o inmunoldgicos propios del envejecimiento materno, dado que
Verrucomicrobia, y en particular algunos géneros pertenecientes a este filo como Akkermansia,
se ha vinculado con el metabolismo de mucinas y con estados inflamatorios de bajo grado (340),
aunque por otro lado, también presentan posibles respuestas antiinflamatorias, ya que promueve
la integridad de la barrera intestinal. Por ello, sus propiedades y atribuciones causan controversia,
necesitando una investigacion méas exhaustiva para poder comprender las asociaciones de este filo
con la salud del hospedador. En cuanto a la abundancia diferencial de las heces tras el parto, el
grupo control mantuvo una alta abundancia de Bifidobacteriaceae, Veillonellaceae,
Coriobacteriaceae y Atopobiaceae, en linea con una microbiota funcionalmente activa en la
fermentacion de polisacaridos complejos y mantenimiento de la eubiosis por sus papeles en la
fermentacidn de oligosacaridos y produccion de AGCC como se comentaba anteriormente por
parte de Bifidobacteriaceae (329) y de Veillonellaceae (341) y el uso de mucinas por parte de
Coriobacteriaceae y Atopobiaceae (342). En el grupo EMA, la familia Actinomycetaceae
presentd una mayor representacién y esta familia se ha vinculado a estados inflamatorios y
desequilibrio metabdlico en adultos mayores (343). Se identificaron aumentos en géneros como
Rothia y Actinomyces, algunos de los cuales se han asociado con condiciones inflamatorias y con
el metabolismo de compuestos nitrogenados, por lo que puede interpretarse como un indicador
de alteraciones inmunometabdlicas en este grupo de gestantes. En concreto, Kataoka y col. (344),
encontraron que el género Rothia podia inducir la produccion de TNF-a, sugiriendo un potente
papel proinflamatorio, ademas de haber sido identificado como un marcador de inflamacién en
diversas patologias sistémicas, incluidas enfermedades cardiovasculares, resistencia a la insulina
y deterioro cognitivo en personas mayores (345). Por su parte, el género Actinomyces es conocido
por su capacidad para formar biopeliculas y persistir en estados de inflamacion subclinica (346).
Aunque forma parte de la microbiota intestinal normal, su aumento ha sido vinculado con
procesos inflamatorios localizados y sistémicos, incluyendo infecciones crénicas, alteraciones en
la permeabilidad intestinal, y desequilibrios en la tolerancia inmunitaria (343, 345). En el contexto
del embarazo, este tipo de alteraciones podria contribuir a un ambiente intrauterino menos 6ptimo,
con efectos potenciales sobre la programacion fetal. Ademas, la mayor representacion de estos
géneros en mujeres gestantes con EMA podria estar relacionada con procesos de
inmunosenescencia o con una menor eficiencia en la regulacion del sistema inmunitario innato y
adaptativo, ambos aspectos vinculados al envejecimiento reproductivo (340). Este patrén
microbioldgico, junto con la menor abundancia de bacterias beneficiosas como Bifidobacterium
0 Butyricicoccus en el grupo EMA, podria reflejar una firma microbiana proinflamatoria, que

merece ser tenida en cuenta como posible modulador del entorno placentario y fetal.



En los meconios neonatales, se identificaron Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes
como los filos méas abundantes en ambos grupos, lo cual concuerda con los patrones de
colonizacidn inicial reportados en neonatos a término (347). Los patrones microbianos en el
meconio podrian confirmar la transferencia vertical de microorganismos desde la madre, asi como
la influencia de factores perinatales. En neonatos del grupo control se observo mayor riqueza de
las familias Bifidobacteriaceae, Veillonellaceae y Atopobiaceae, y a nivel de género se
identificaron mayores niveles de Bifidobacterium, Dialister y Colidextribacter, todos asociados
con maduracion inmunoldgica y proteccion frente a patdgenos. En neonatos, el género
Bifidobacterium se asocia con una mayor respuesta de citoquinas en la infancia. Se sabe que las
cepas de Bifidobacterium interactdan con las células inmunitarias y modulan las vias inmunitarias
(348). Pueden contribuir al desarrollo de una respuesta inmunitaria equilibrada, que es crucial
para prevenir alergias y enfermedades autoinmunes. En contraposicion, los neonatos del grupo
EMA presentaron una mayor abundancia de Clostridium sensu stricto 1, Catenibacterium,
Enterorhabdus y Eubacterium brachy, géneros que, si bien forman parte de la microbiota
intestinal normal, en exceso o en condiciones de disbiosis pueden estar implicados en inflamacion
intestinal o alteraciones metabodlicas (349). Estas diferencias tempranas en la composicion
microbiana podrian tener repercusiones en la maduracién inmunoldgica, la respuesta a vacunas,

el metabolismo y la futura susceptibilidad a enfermedades crénicas (350, 351)



8. CONCLUSIONES

Tras analizar los resultados obtenidos se han alcanzado las siguientes conclusiones:

Primera conclusion

Las gestantes espafiolas presentan déficits de nutrientes respecto a las ingestas de
nutrientes de referencia para mujeres embarazadas segun la AESAN. Especialmente, aquellas de
edad materna avanzada, presentan una ingesta insuficiente de varios micronutrientes esenciales y
claves para el desarrollo fetal, cuando estos se obtienen Unicamente a través de la dieta, a pesar

de que mantienen un patron alimentario similar al del grupo control.

Segunda conclusion

El grupo de edad materna avanzada presenta un menor consumo de fibra, que se
correlaciona negativamente con el perimetro cefalico neonatal y tiene grandes implicaciones para
el desarrollo neuroldgico, crecimiento y desarrollo del recién nacido, indicando que es necesario
revisar las actuales guias nutricionales para la poblacién gestante e incluir sesgos potenciales

como la edad materna.

Tercera conclusion

Existen alteraciones en la sefializacion metabdlica de adipoquinas placentarias en
gestantes de edad materna avanzada, mostrando un claro dimorfismo sexual fetal. Estas
alteraciones, mas marcadas en embarazos de fetos masculinos, afectan a los niveles de insulina,
leptina, resistina y visfatina, sugiriendo una programacion placentaria vinculada a la edad materna
y al sexo fetal. Dichos cambios podrian representar mecanismos metabdlicos adaptativos, con
impacto sobre el crecimiento fetal, perimetro cefalico y la longitud, parametros clave para el

desarrollo neonatal.

Cuarta conclusién

El sexo fetal constituye un determinante relevante en la regulacion de la expresion génica
de transportadores de nutrientes placentarios, especialmente en madres menores de 34 afios. La
mayor expresion génica de estos transportadores, observada en placentas de fetos femeninos en
el grupo control podria reflejar una estrategia adaptativa que promueve una mejor eficiencia en el
transporte de nutrientes a través de la placenta, con un impacto positivo en el desarrollo fetal. Esta
ventaja metabdlica se atenda en condiciones de edad materna avanzada, donde se observa una

disminucién en la expresidon génica de dichos transportadores incluso en fetos femeninos. En



contraste, la expresion proteica de DMT1 y SNATL1 sigue un patrén opuesto, que se explica por
los mecanismos de regulacion post transcripcional que pretende estabilizar proteinas clave, en
respuesta a un entorno intrauterino menos favorable donde hay mayor riesgo de hipoxia, estrés

oxidativo o inflamacion.

Quinta conclusion

Aunque los filos bacterianos predominantes en la microbiota materna son compartidos
entre ambos grupos de estudio (Firmicutes, Actinobacteriota, Bacteroidota), existen variaciones
relevantes tanto en la abundancia relativa como en la composicion taxondmica especifica a nivel
de familia y género. La edad materna avanzada se asocia con un perfil de microbiota intestinal de
tipo proinflamatorio en comparacién con gestantes mas jovenes, patron que también se refleja en
la microbiota de la descendencia. Ademas, en gestantes de edad materna avanzada, hay una menor
presencia de familias y géneros productores de acidos grasos de cadena corta, lo que favoreceria
un ambiente metabdlico placentario y fetal orientado a aumentar la actividad de transportadores
especificos como DMT1 y SNATL, para compensar el déficit de metabolitos microbianos y
favorecer una mayor disponibilidad de nutrientes esenciales para el feto. Por tanto, la edad
materna es un factor clave para la conformacion de la microbiota materna a lo largo del embarazo
y, junto con el ambiente intrauterino durante la gestacion, influyen de manera decisiva en la
configuracion inicial del microbioma intestinal neonatal, con posibles repercusiones para la salud

tanto a corto como a largo plazo.



Conclusion general

Los resultados de la presente memoria de Tesis Doctoral resaltan la necesidad de
considerar la edad materna en el disefio de guias nutricionales y politicas sanitarias, promoviendo
estrategias especificas tales como recomendaciones dietéticas personalizadas y protocolos de
suplementacion ajustados a las demandas fisioldgicas de las mujeres de edad materna avanzada
Esta consideracion resulta esencial debido a las repercusiones que la nutricion puede tener tanto
de forma directa, a través del transporte placentario de nutrientes, como indirectamente, mediante
la modulacion de la microbiota intestinal materna y la produccion de metabolitos que influyen en
el desarrollo fetal. Ademas, se refuerza la necesidad de una vigilancia endocrino-metabolica méas
estrecha en embarazos de mujeres de edad materna avanzada, especialmente en gestaciones de
fetos masculinos. En este sentido, el sexo fetal femenino mejora la expresion génica de
transportadores de nutrientes placentarios, reflejando una ventaja metabdlica adaptativa que se
atenda en condiciones de edad materna avanzada, evidenciando que la interaccion entre la edad
materna, el sexo fetal y el entorno intrauterino modula la programacion placentaria y, en

consecuencia, el desarrollo fetal.



CONCLUSIONS

After analysing the results obtained, the following conclusions have been reached:

First conclusion

Spanish pregnant women present nutrient deficits with respect to the reference nutrient
intakes for pregnant women according to the AESAN. Especially, those of advanced maternal
age have an insufficient intake of several essential micronutrients and key for foetal development,
when these are obtained only through the diet, although they maintain a similar dietary pattern to

the control group.

Second conclusion

The older maternal age group has a lower fibre intake, which correlates negatively with
neonatal head circumference and has major implications for neurological development, growth
and development of the newborn, indicating that current nutritional guidelines for the pregnant

population need to be revised to include potential biases such as maternal age.

Third conclusion

There are alterations in placental adipokine metabolic signalling in pregnant women of
advanced maternal age, showing a clear foetal sexual dimorphism. These alterations, more
marked in pregnancies with male foetuses, affect insulin, leptin, resistin and visfatin levels,
suggesting placental programming linked to maternal age and foetal sex. These changes could
represent adaptive metabolic mechanisms, with an impact on foetal growth, head circumference

and length, key parameters for neonatal development.

Fourth conclusion

Fetal sex is a relevant determinant in the regulation of placental nutrient transporter gene
expression, especially in mothers younger than 34 years. The higher gene expression of these
transporters observed in placentas of female foetuses in the control group could reflect an adaptive
strategy that promotes a better efficiency in the transport of nutrients across the placenta, with a
positive impact on foetal development. This metabolic advantage is attenuated under conditions
of advanced maternal age, where decreased gene expression of these transporters is observed even

in female foetuses. In contrast, protein expression of DMT1 and SNAT1 follows an opposite



pattern, which is explained by post-transcriptional regulatory mechanisms that aim to stabilise
key proteins in response to a less favourable intrauterine environment where there is an increased

risk of hypoxia, oxidative stress or inflammation.

Fifth conclusion

Although the predominant bacterial phyla in the maternal microbiota are shared between
both study groups (Firmicutes, Actinobacteriota, Bacteroidota), there are relevant variations in
both relative abundance and specific taxonomic composition at the family and genus level.
Advanced maternal age is associated with a proinflammatory gut microbiota profile compared to
younger pregnant women, a pattern that is also reflected in the microbiota of the offspring. In
addition, in older pregnant women, there is a lower presence of short-chain fatty acid-producing
families and genera, which would favour a placental and foetal metabolic environment aimed at
increasing the activity of specific transporters such as DMT1 and SNAT1, to compensate for the
deficit of microbial metabolites and favour a greater availability of essential nutrients for the
foetus. Thus, maternal age and the intrauterine environment during gestation have a decisive
influence on the initial configuration of the maternal and neonatal gut microbiome, with potential

implications for both short- and long-term health.



General conclusion

The results of this dissertation highlight the need to consider maternal age in the design
of nutritional guidelines and health policies, promoting specific strategies such as personalised
dietary recommendations and supplementation protocols adjusted to the physiological demands
of women of advanced maternal age. This consideration is essential due to the repercussions that
nutrition can have both directly, through placental transport of nutrients, and indirectly, through
the modulation of the maternal intestinal microbiota and the production of metabolites that
influence foetal development. In addition, the need for closer endocrine-metabolic surveillance
is reinforced in pregnancies of women of advanced maternal age, especially in gestations of male
foetuses. In this regard, female foetal sex enhances placental nutrient transporter gene expression,
reflecting an adaptive metabolic advantage that is attenuated under conditions of advanced
maternal age, demonstrating that the interaction between maternal age, foetal sex and the
intrauterine environment modulates placental programming and, consequently, foetal
development.
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ANEXO 1

Tabla 1. Correlaciones entre la ingesta de nutrientes y las medidas antropométricas del recién nacido.

Talla (cm) (r) p-value Peso (g) () p-value Perimetro cefalico (cm) (r) p-value
Energia total (kcal) -0.04 0.8 -0.1 0.6 -0.34 0.07
Proteina (g/dia) 0.01 0.9 -0.11 0.57 -0.3 0.12
Carbohidratos -0.06 0.75 -0.09 0.62 -0.33 0.08
(g/dia)
Fibra total (g/dia) -0.13 0.48 -0.04 0.85 -0.41* 0.03
Lipidos totales -0.09 0.63 -0.09 0.65 -0.15 0.46
(g/dia)
AGS (g/dia) 0.09 0.64 -0.15 0.44 -0.33 0.09
AGMI (g/dia) -0.07 0.72 -0.06 0.75 -0.31 0.1
AGPI (g/dia) 0.04 0.83 -0.03 0.87 -0.15 0.44
Colesterol (mg/dia) -0.01 0.94 -0.13 0.5 -0.36 0.05
Sodio (mg/dia) 0.02 0.92 0.08 0.68 -0.16 0.4
Potasio (mg/dia) 0.05 0.79 0.01 0.95 -0.22 0.25
Calcio (mg/dia) 0.15 0.43 0.21 0.27 0.06 0.74
Magnesio (mg/dia) 0.04 0.81 0.06 0.77 -0.14 0.47
Hierro (mg/dia) 0.03 0.89 0.02 0.89 -0.17 0.39
Zinc (mg/dia) 0.17 0.36 0.21 0.26 -0.12 0.55
Fésforo (mg/dia) 0.15 0.4 0.03 0.86 -0.13 0.49
Yodo (ug/dia) 0.09 0.65 -0.25 0.19 0.27 0.12
Fluor (pg/dia) -0.22 0.24 -0.19 0.32 0 0.98
Cobre (pg/dia) -0.12 0.53 0.13 0.48 -0.28 0.15
Selenio (pg/dia) -0.01 0.96 0.09 0.64 -0.18 0.36

Vit. A (peg/dia) 0.09 0.62 -0.25 0.18 -0.38* 0.04



Vit. C (mg/dia) -0.13 0.49 -0.11 0.57 -036 0.06
Vit. E (peq/dia) -0.22 0.25 -0.3 0.11 -0.41* 0.02
Vit. D (ug/dia) 0.28 0.14 -0.04 0.83 -0.03 0.86
Vit. B1 (mg/dia) 0.1 0.61 -0.03 0.86 -0.26 0.18
Vit. B2 (mg/dia) -0.01 0.95 0 0.98 -0.01 0.94
Vit B3 (mg/dia) 0.01 0.95 -0.06 0.77 -0.15 0.44
Vit. B6 (mg/dia) 0.01 0.95 -0.17 0.37 -0.34 0.08
Vit. B12 (pg/dia) 0.26 0.17 -0.04 0.83 0.01 0.94
Acido félico 0.01 0.96 -0.04 0.81 -0.36 0.06
(Mg/dia)

Los datos muestran los coeficientes y los valores p de las correlaciones de Spearman realizadas entre la ingesta de nutrientes durante el embarazo por parte de
las madres y las caracteristicas antropométricas del recién nacido, medidas en el dia del parto (*p<0,05).



