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CAPITULO 16

El polimorfismo materno
PPARG Pro12Ala se asocia
con el desarrollo neuroldgico
del bebé a los 18 meses de
edad

Torres-Espinola FJ, Altmide S, Segura MaT,
Jerez A, Anjos T, Chisaguano M,
Lopez-Sabater M2C, Entrala V, Alvarez JC,
Agil A, Florido ), Catena A, Pérez-Garcia M,
Campoy C

Resumen

El PPARg es una de las formas de los receptores activados de proliferacion de los pe-
roxisomas (PPARs), implicado en la regulacion de la inflamacion del sistema nervioso
central (neuroprotecién) y en el rendimiento cognitivo. Se han identificado diferen-
tes variaciones genéticas del PPARG; el polimorfismo PPARG2 Pro12Ala (rs1801282)
es uno de los mas estudiados, habiéndose asociado a un aumento del indice de
masa corporal (IMC) (obesidad), diabetes Mellitus tipo 2, enfermedades cardiovas-
culares, cancer de mama, deterioro cognitivo y enfermedades neurodegenerativas.

Los objetivos del presente estudio son: 1) Determinar la influencia del polimorfismo
Pro12Ala sobre la concentracion de acidos grasos en sangre y en tejido placentario.
2) Examinar la posible relacion del polimorfismo PPARG Pro12Ala en mujeres emba-
razadas con el neurodesarrollo de sus hijos durante los primeros 18 meses de vida.

Un total de 138 parejas madre-hijo participantes en el estudio PREOBE fueron
genotipadas para el polimorfismo PPARG Pro12Ala. Se obtuvieron muestras de san-
gre materna, de cordéon umbilical y de tejido placentario en el momento del parto;
en dichas muestras se determinaron las concentraciones de acidos grasos poliinsa-
turados de cadena larga (AGPI-CL). Los bebés fueron evaluados neuropsicologica-
mente a los 6 y 18 meses de edad mediante el test Bayley Il

Las variantes del Pro12Ala no parecen afectar a las concentraciones de AGPI-CL
en los fosfolipidos del plasma materno ni en cordon umbilical, ni tampoco las modi-
fican en el tejido placentario. Se ha podido comprobar un efecto del Pro12Ala sobre
el neurodesarrollo de los nifios a los 18 meses de edad; los nifios cuyas madres tenian
el genotipo natural Pro12 mostraron un mejor desarrollo cognitivo (OR = 5.11, 95%
Cl: 1.379-18.96, p = 0.015), del lenguaje (OR = 3.41, 95% Cl: 1.35-11.24, p = 0.044),
y motor (OR = 4.77, 95% Cl: 1243-18.33, p = 0.023) respecto a las portadoras del
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alelo Ala. Por tanto, los resultados obtenidos en el presente estudio indican un mejor
neurodesarrollo a los 18 meses de edad en los nifios nacidos de madres con el ge-
notipo Prol12 respecto a aquellos que nacieron de madres portadoras del alelo Ala;
esto sugiere efectos a largo plazo de las variantes del PPARY implicados en el meta-
bolismo y transporte placentario de nutrientes sobre el desarrollo del cerebro fetal.

Palabras clave: Programacion temprana, PPARg polimorfismo PPARG Prol12Alg,
neurodesarrollo.

Introduccion

Los receptores activados de proliferacion de los peroxisomas (PPARs) son factores
de transcripcion con funciones cruciales en la homeostasis de los lipidos, el me-
tabolismo de la glucosa, los procesos anti-inflamatorios y el desarrollo placentario
[1, 2]. Hasta la fecha, tres isétopos, PPARa, PPARb/d, y PPARg, se han identificado
en muchas especies, incluyendo seres humanos y roedores [3].

Los PPAR han sido ampliamente estudiados sobre todo, centrandose en los li-
pidos y el metabolismo de la glucosa, sin embargo segun los estudios llevados a
cabo en los ultimos afios estan encontrando una implicacion en funciones cogni-
tivas y enfermedades neurodegenerativas [4-8]. Los PPARs se encuentran expresa-
dos en todos los tipos de celular cerebrales [4], y los Ultimos descubrimientos en
modelos animales demuestran que el rendimiento cognitivo pude verse mejorado
a través de los receptores nucleares de los PPARs [5-9].

El PPARg es miembro de los PPARs, desempefiando un papel importante en
la regulacion de la inflamacién del sistema nervioso central y la neuroprotection
[10,11], lo que contribuye al rendimiento cognitivo [11, 12]. El gen PPARg, PPARG,
se localiza en el cromosoma 3p25 y codifica 3 isoformas: PPARY1, PPARY2 y PPARY3.
Variaciones genéticas en PPARG se han identificado hasta la fecha, el polimorfismo
PPARY2 Pro12Ala (rs1801282) es el que se esta estudiando mas ampliamente. La
mutacién genética C—G de este polimorfismo, sustituyendo la prolina (Pro) por
alanina (Ala), conduce a una reduccién de la afinidad en la union del ADN vy a
una alteracion transcripcional en los genes diana [13, 14]. El polimorfismo gené-
tico Pro12Ala se ha asociado, aunque con falta de coherencia, con un aumento del
IMC [15], la obesidad [16], la diabetes Mellitus tipo 2 [17, 18], enfermedades co-
ronarias [19], susceptibilidad de cancer de mama [20] y otros, incluyendo el dete-
rioro cognitivo y las enfermedades neurodegenerativas [21-23].

En el presente estudio se ha analizado la asociacién entre el polimorfismo PPARG
Pro12Ala en 138 mujeres embarazadas, las concentraciones de acidos grasos en los
fosfolipidos del plasma y en el tejido placentario y el posterior desarrollo neurolo-
gico de sus hijos durante los primeros 18 meses de vida, con los siguientes obje-
tivos: 1) determinar la influencia del polimorfismo Pro12Ala sobre la concentracion
de dcidos grasos en sangre y en tejido placentario; 2) examinar la posible relacion
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del polimorfismo PPARG Pro12Ala en mujeres embarazadas con el neurodesarrollo
de sus hijos durante los primeros 18 meses de vida.

Material y Métodos
DISENO DE ESTUDIO Y POBLACION DE ESTUDIO

El estudio PREOBE (papel de la nutricion y genética maternas en la programacion
del desarrollo fetal del tejido adiposo) (www.ClinicalTrials.gov, NCT01634464 2012),
es un estudio de cohorte prospectivo observacional en parejas «madre-hijo», que
fueron clasificadas en funcion del indice de masa corporal (IMC) pre-concepcio-
nal y el desarrollo de Diabetes Gestacional, determinando los siguientes grupos
de estudio: a) embarazadas sanas Normo-peso (18.5>IMC<25 Kg/m?), Sobrepeso
(252IMC<30 Kg/m?), Obesas (IMC>30 Kg/m?), y mujeres que desarrollaron Diabe-
tes Gestacional. El estudio fue realizado en el Hospital Clinico Universitario «San
Cecilio» y el Hospital Universitario « Materno infantil».

Los criterios de inclusion fueron: embarazo Unico, 12 a 20 semanas de gestacion
en el momento del reclutamiento, intencion de dar a luz en uno de los dos Centros
Hospitalarios mencionados. Los criterios de exclusion fueron: embarazadas participan-
tes en otros estudios de investigacion, que presentaran patologias tales como hiper-
tension, preclampsia, retraso del crecimiento intrauterino, infecciones, hipo- o hiperti-
roidismo, enfermedades renales o hepaticas, o que siguieran una dieta extravagante o
vegana. Las posibles variables confusoras se evaluaron mediante cuestionarios estan-
darizados con informacién sobre el estado de salud de las madres y de sus hijos. Se
obtuvieron datos tales como la edad materna, paridad, tabaquismo, ingesta de alcohol,
informacién sobre habitos y estilo de vida, datos socio-econémicos y demograficos,
nivel de estudios, IQ materno, aumento de peso durante la embarazo, tipo de parto,
peso placentario, edad gestacional, puntuaciéon de Apgar, sexo del bebé, antropome-
tria neonatal (peso, longitud y perimetro cefalico al nacimiento), tipo de alimenta-
cion e introduccion de la dieta hasta 18 meses de edad. Se evalué el nivel de influen-
cia de estos factores considerandolos en el modelo de andlisis estadistico desarrollado.

De un total de 331 mujeres embarazadas participantes en el estudio PREOBE,
138 mujeres embarazadas y sus hijos fueron seleccionadas para el presente estudio.
Las madres y sus hijos fueron genotipadas para el polimorfismo PPARG Pro12Ala;
se realizd una evaluacion neuroldgica de los bebés a los 6 y 18 meses de edad. A
los 6 meses 138 nifos fueron examinados utilizando las Escalas Bayley de desarro-
llo infantil, tercera edicion (Bayley Ill). A los 18 meses, 129 bebés fueron someti-
dos a examen neuroldgico de nuevo con el Bayley Ill.

El protocolo de estudio fue aprobado por los comités de ética médica de todos
los centros participantes en el estudio. Después de una cuidadosa explicacion de los
detalles del estudio, el consentimiento informado por escrito se obtuvo de todas
las mujeres participantes.
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TOMA DE MUESTRAS PARA ANALISIS DE ADN

Se obtuvo sangre venosa materna y de cordéon umbilical en el momento del parto
mediante vacutainer. La sangre se recogié en tubos de 3.0 mL, conteniendo 7,5% de
EDTA, se centrifugd a 3.500 rpm. y almacend a -80°C hasta el momento del analisis.

GENOTIPADO PPRAG PROT12ALA

Las madres y los bebés fueron genotipados para el polimorfismo Pro12Ala en el
ex6n 3 del gen PPARG (rs1801282 C/G). El ADN gendmico se extrajo a partir de
la sangre entera usando el protocolo de extraccién con fenol-cloroformo y poste-
riormente se realizo electroforesis en 0,8% de gel de agarosa. La genotipificacion
se realizé utilizando TagMan® SNP Genotyping Assay C_1129864_10 (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA) on ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems). La PCR en tiempo real se llevé a cabo de conformidad con
el kit de instrucciones y el manual de los fabricantes (Applied Biosystems, Foster
City) TagMan® SNP Genotyping Assays, usando 5 ng de ADN gendémico purificado
como plantilla. La amplificacién se realizd durante 40 ciclos con temperatura de
desnaturalizacién de 95°C y la temperatura de recocido de 60°C.

TOMA DE MUESTRAS DE SANGRE Y DE PLACENTA
PARA EL ANALISIS DE ACIDOS GRASOS

La sangre para el analisis de acidos grasos se recogié en el tubo de suero que con-
tiene activador de coagulacién y gel para la separacién de suero (Vacutainer, Bec
ton Dickinson, EE.UU.), se centrifugd a 3500 rpm durante 15 min, y una alicuota
se mantuvo a -80°C hasta el momento del analisis.

Las placentas se recogieron y pesaron inmediatamente después del parto. Se
realiz6 una inspeccion visual de la placenta para estudiar areas de necrosis o cual-
quier otra anormalidad. Un trozo de 1g se escindié de la mitad del radio de la pla-
centa (distancia entre la insercién del cordon umbilical y la periferia), se congelaron
inmediatamente y se almacenaron a -80°C para el andlisis de lipidos. Las muestras
se obtuvieron de ubicaciones idénticas de la placenta [24].

ANALISIS DE ACIDOS GRASOS EN
LOS FOSFOLIPIDOS PLASMATICOS

La composicion de los acidos grasos en los fosfolipidos de plasma se determiné
utilizando el método desarrollado por Bondia et al, [25] Les lipidos plasmati-
cos se extrajeron usando diclorometano/metanol (2:1 v/v), y los fosfclipidos fue-
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ron aislados por extraccion en fase solida con el uso de columnas de amino-
propilo. El anélisis de ésteres metilicos de acidos grasos de los fosfolipidos del
plasma se realizd por cromatografia de gases rapida con un detector de ioniza-
cién de llama. Los resultados se expresaron como porcentajes (%) del total de
acidos grasos determinados.

ANALISIS DE ACIDOS GRASOS DE TEJIDO
PLACENTARIO

Se analizaron los lipidos placentarios en 0,2-0,3 g de tejido siguiendo la técnica des-
crita por Klingler et al, [26].Brevemente, después de la descongelacién de las mues-
tras estas se lavaron varias veces en solucion salina al 0,9% para eliminar los resi-
duos sanguineos lo maximo posible. Se realiz6 homogeneizacion y extraccion de
lipidos en 3 ml de cloroformo/metanol (2:1 v/v), con butil-hidroxitolueno, tripen-
tadecanoin y dipenta-decanoil fosfaditil colina como patrones internos. Las fraccio-
nes de lipidos se aislaron por cromatografia en capa fina utilizando heptano, éter
di-isopropilico, y acido acético (60:40:3/volumen) como fase movil. Los metil-éste-
res de los acidos grasos de las distintas fracciones de plasma y triglicéridos se ob-
tuvieron por reaccion con HCl metandlico. Los metyl-ésteres de los acidos grasos
se analizaron mediante cromatografia de gas-liquido capilar en un cromatografo de
gases Hewlett-Packard 5890 serie Il (Hewlett-Packard, Waldbronn, Alemania) equi-
pado con una columna BPX70 (SGE, Weiterstadt, Alemania, longitud: 25 m, inte-
rior diametro: 0,22 mm) e identificado por comparacion con patrones auténticos
(Nu-Chek-Pre, Elysian, MN). Los resultados se expresan como porcentajes (%) del
total de acidos grasos detectados.

EVALUACION DEL DESARROLLO NEUROLOGICO
INFANTIL

Se realizo la evaluacion neuropsicoldgica de los nifios a los 6 y 18 meses de edad
utilizando escalas de Bayley para el desarrollo infantil, tercera edicion (BSID Ill). Esta
prueba esta disefada especificamente para nifios de 1 a 42 meses de edad [27, 28].

La prueba permite la evaluacién del neurodesarrollo mediante cuatro escalas:
lenguaje, desarrollo motor, cognitivo y desarrollo social-emocional. La escala del
lenguaje explora dos ramas del desarrollo, el lenguaje receptivo y el expresivo. La
escala motora permite el examen de ambas habilidades de desarrollo psicomotor,
motricidad fina y gruesa. El desarrollo socio-emocional se explor6 mediante el cues-
tionario especifico de la escala Bayley que completd la propia madre en el mismo
momento de la evaluacién. Se calculd la puntuacion escalar y la puntuacion com-
puesta para cada escala, y se ajustoé para cada nifio y edad (dias), utilizando las ta-
blas de los manuales de correccion.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico SPSS para Windows
(version 20.0; IBM SPSS Inc,, Chicago, IL, EE.UU.).

La distribucién normal de los datos se evalué mediante la prueba de Shapiro-
Wilk. Las variables normales continuas se muestran como media y desviacion es-
tandar, y aquellas que no siguen una distribucién normal como amplitud y rango
intercuartil. Para las variables categoricas se muestran las frecuencias absolutas y
porcentajes. Como posibles factores de confusion se consideraron: la edad materna,
la situacion socioecondémica, nivel de estudios de los padres, IQ materno, el IMC
pre-concepcional, la paridad, el tabaquismo y la ingesta de alcohol durante la ges-
tacion, el aumento de peso durante el embarazo, diabetes gestacional, el tipo de
parto, peso de la placenta, la edad gestacional, la puntuacion de Apgar, la antro-
pometria neonatal (peso, longitud y perimetro cefalico al nacimiento), sexo y tipo
de alimentacion durante los primeros meses de vida. Con el fin de determinar el
posible efecto de los factores de confusion sobre los resultados obtenidos, se rea-
lizo prueba t de Student para variables continuas de distribucion normal. Para las
variables que no segufan una distribucion normal, se realizd el test de Wilcoxon
o Kruskall-Wallis. La prueba de chi-cuadrado se aplicé para determinar la asocia-
cién entre las variables categoricas o categorizadas. Ademas, se realiz6 un analisis
de regresion logistica para relacionar la influencia del polimorfismo PPARG vy otras
variables sobre los resultados del desarrollo neurologico de los nifios (cognitivo,
linglistico, motor y dominios sociales); en este caso, los dominios se dicotomiza-
ron por encima y por debajo del valor de la mediana. El minimo de significancia
se considerd cuando P <0,05.

Resultados

POLIMORFISMO PPARG PRO12ALA EN LOS GRUPOS
DE ESTUDIO

La distribucion del genotipo PPARG rs1801282 C/G entre la poblacion estudiada fue
la siguiente: 118 mujeres (85,5%) tenian el genotipo mayor CC, 20 mujeres (14,5%)
presentaron la forma heterocigota de CG; no hubo ninguna mujer con genotipo
homocigoto GG. Las respectivas frecuencias de los alelos entre las mujeres fueron:
92,8% (C) y 7,2% (G). Entre los nifios, 120 mostraron el genotipo CC, 16 nifios el
genotipo heterocigoto CG, y un bebé presentd el genotipo GG; las frecuencias alé-
licas entre los nifios fueron de 94% (C) y el 6% (G). PPARG rs1801282 C/G distri-
bucién dentro de los participantes del estudio fue de Hardy-Weinberg (en madres
%2 = 0,84, p = 0,36; en lactantes x2 = 0,06, p = 0,47).

En general, las caracteristicas maternas y de los hijos no difirieron entre los in-
dividuos con el genotipo CC materno o de sus hijos, o con el CG. El polimorfismo
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los individuos estudiados teniendo en cuenta los

ipos maternos del PPARG Pro12Ala (rs1801282, C/G)

s
A N sticas de
genot

CC(n=118) | CG (n=20) P
Edad Materna 31.98+4.52 31.70+4.37 | 0.623**
Ganancia de peso en la gestacion’ 9.38+7,08 8.90+6,69 0.245**
Nivel educativo materno? Primaria/Secundaria 36.30% 36.80% 0963*
Universidad/Doctor 63.70% 63.20% '
IQ Materno® 108 (18) 100 (25) | 0681*
IMC Pre-concepcional materno’ 26.54+5.13 26214525 | 0.806™
, , yes 70.30% 75.00%
Diabetes Gestacional? 0.671*
no 29.70% 25.00%
Paridad? 57.60% 35.00%
0.060*
>1 42.40% 65.00%
no 76,90% 83.30%
Tabaco durante la gestacién < 5 cigarillos 17.30% 16.70% 0.570*
> 5 cigarillos 5.80% 0.00%
no 41.30% 55.60%
Alcohol durante el embarazo? 0.509*
si 58.70% 44.40%
Peso placenta’ 517341314 | 4722+113.7 | 0174
Peso al nacimiento’ 3320.84420.2 | 3544.7+478.0 | 0.042***
Longitud al nacimiento’ 50.46+2.12 50.28+2.67 | 0.920***
Perimetro cefélico al nacimiento’ 34.56+1.44 34461149 | 0.993***
Nifo 45.80% 60.00%
Sexo? - 0.239*
Nifa 54.20% 40.00%
Materna 46.00% 55.50%
Tipo de alimentacion infantil>  [Férmula 36.00% 27.80% 0.711*
Mixta 18.00% 16.70%
Edad Gestacional 3951+1.23 39.60+1.18 0.821*
Apgar 1° 9 (0) 9 (0) 0.805**
Apgar 5° 10 (0) 10 (0) 0.064**

n: numero de casos.

IMC: Indice de Masa Corporal; 1. Media + Desviacién Estandar; 2. Porcentaje; 3. Mediana y

amplitud intercuartil.
*Test Chi-cuadrado.
**Test Mann Whitney U.

***Test t de Student. Nivel de significancia: P<0.05
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Pro12Ala materno se asocié con un mayor peso al nacimiento del bebé; las ma-
dres con genotipo CG tuvieron recién nacidos significativamente mas pesados que
las mujeres con genotipo CC (3544.74+477.99 g vs 3320.76+420.16 g, P=0.042). Por
tanto, en los andlisis estadisticos posteriores el Unico factor de confusién incluido
en los modelos fue el peso al nacimiento. Los otros posibles factores de confusion
no se han incluido porque no afectaron al modelo. (Tabla 1).

POLIMORFISMO PPARG PRO12ALA
Y CONCENTRACION DE ACIDOS GRASOS
EN EL MOMENTO PARTO

El polimorfismo Pro12Ala estudiado no mostré ningun efecto sobre las concentra-
ciones de acidos grasos en plasma materno ni sobre el tejido placentario (Tabla 2).
El genotipo del polimorfismo del PPARG Pro12Ala del bebé influyd sobre las con-
centraciones de acido o-linolénico en los fosfolipidos de la placenta (P=0,039), aun-
que esta diferencia hay que considerarla con precaucion pues solo habia un bebé
con el genotipo GG (mientras CC n=64, CG n=9).

POLIMORFISMO PPARG PRO12ALA
Y DESARROLLO NEUROLOGICO DEL BEBE

El genotipo materno no parecié influir en los resultados del desarrollo neurolé-
gico del nifo a los 6 meses de edad, pero se observaron asociaciones estadistica-
mente significativas del genotipo materno Pro12Ala y los resultados del desarrollo
neurolégico de los nifios a los 18 meses de edad (Tabla 2). Se obtuvieron pun-
tuaciones mas altas en el dominio cognitivo (tanto cognitivo escalar y puntua-
cién compuesta cognitiva, 15(4) vs 13(4), p=0,004 y 125(15) vs 115(20), p=0,004,
respectivamente), el dominio del lenguaje (lenguaje receptivo, 12(2) vs 10.5(2),
p=0.004), y el dominio motor (motricidad fina y compuesta, 13(3) vs 11,5(2),
p=0,010 y 115(14) vs 111(8), p=0,007, respectivamente), mientras que no se de-
tectaron diferencias en el desarrollo social y emocional de los nifios cuyas ma-
dres mostraron un genotipo CC, respecto a los niflos con genotipo CG materno.
El polimorfismo Pro12Ala del bebé no mostré ningln efecto sobre su neurode-
sarrollo a los 6 y 18 meses de edad (Figura 1).

El analisis de regresion logistica mostré que las madres con el genotipo ma-
yoritario del PPARG Pro12 (CC), tienen 5,1 veces mas probabilidades de tener un
bebé con mayor puntuacién compuesta de desarrollo cognitivo a los 18 meses de
edad (OR = 5,11: IC del 95%: 1,379 a 18,96) que los nacidos de las mujeres con el
genotipo CG (P=0,015). El mismo resultado se observd para las puntuaciones len-
guaje compuesto y motor compuesto (OR = 3,41; IC del 95%: 1,35 a 11,24, p =
0,044 y OR = 4,77; IC del 95%: 1,243 a 18,33, p = 0,023, respectivamente) (Tabla 3).
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\__ = '
w de dcidos grasos en los fosfolipidos plasmaticos y
pla

centarios dependiendo del genotipo materno PPARG Pro12Ala (rs1801282, C/G)

CcC CG
X+SD X+SD P

Sangre materna al parto (wt %) n=72 n=14

LA (C18:2n-6) 22.02+£2.64 2223+1.29 0.682
LNA (C18:3n-3) 0.12+0.04 0.14£0.06 0.205
AA (20:4n-6) 9.77+1.70 10.07+1.42 0.563
DHA (22:6n-3) 4.31£0.90 4.59£1.04 0.512
EPA (20:5n-3) 0.32+£0.14 0.33£0.15 0.725
AA/DHA ratio 2.34+0.54 2.31£0.65 0.898
LA/LNA ratio 211.86+87.60 199.93+120.12 0.257
Cordén Umbilical (wt %) n=50 n=10

LA (C18:22n-6) 8.02£2.24 7.59£0.73 0.592
LNA (C18:3n-3) 0.04£0.02 0.03£0.01 0.839
AA (20:4n-6) 18.78+2.37 19.51+£1.62 0.433
DHA (22:6n-3) 6.78+1.76 6524117 0984
EPA (20:5n-3) 0.20+0.07 0.21£0.11 0.960
AA/DHA ratio 2.95+0.82 3.10+0.67 0.513
LA/LNA ratio 269.67+149.47 246.60+95.71 0.858
Fosfolipidos en placenta (wt %) n=60 n=13

LA (C18:22n-6) 9.26+1.12 9.51£0.94 0.554
LNA (C18:3n-3) 0.02£0.01 0.03£0.01 0.146
AA (20:4n-6) 21.81£1.67 22.29+1.28 0.289
DHA (22:6n-3) 4.47%0.67 4.9410.73 0.069
EPA (20:5n-3) 0.08+0.07 0.06+0.06 0.338
AA/DHA ratio 5.00+0.89 4.62+0.81 0.220
LA/LNA ratio 429.47+193.09 455.57+£313.80 0.298
Triglicéridos en placenta (wt %) n=63 n=13

LA (18:2n-6) 13.27+2.93 11.92+1.55 0.070
LNA (18:3n-3) 0.19+0.09 0.18+0.07 0.761
AA (20:4n-6) 10.55+2.34 11.56+2.31 0.116
DHA (22:6n-3) 3.27+1.05 3.88+1.13 0.073
EPA (20:5n-3) 0.22+0.21 0.24£0.13 0.479
AA/DHA ratio 3.43+£0.90 3.20+1.00 0512
LA/LNA ratio 75.62+22.50 74.39+29.18 0.820

Test U de Mann Whitney; X: Media; SD: Desviacion Estandar; n: Nimero de casos; AA: Acido
araquidénico; DHA: Acido docosahexaenoico; EPA: Acido eicopentanoico; LA: Acido lino-
leico; LNA: Acido a-linolénico. Resultados expresados en porcentaje por peso (wt %) del
total de acidos grasos detectados.
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O
g

o
=

p=0.004
p=0.004

204

00

Media Puntuacion COGNITIVO COMPUESTA 18 MESES
Media COMUNICACION RECEPTIVA (ESCALAR) 18
MESES

PPAR_Madre PPAR_Madre

Barras de error: 95% CI Barras de error: 95% CI

8
~—

o
=

p=0.007
120

100

Media MOTRICIDAD FINA (ESCALAR) 18 MESES
3
Media Puntuacion MOTOR COMPUESTA 18 MESES

PPAR_Madre PPAR_Madre
Barras de ermor: 95% CI Barras de error: 95% CI

TABLA 1. Andlisis de regresion logistica de los efectos del genotipo materno PPARG

Pro12Ala sobre el neurodesarrollo de los bebés a los 18 meses de edad (n=129)

PPARG (CC) B p Odd's Ratio (95% Cl)
Puntuacién compuesta Cognitiva 1.632 0.015 5.11(1.379-18.96)
Puntuacién compuesta Lenguaje 1.227 0.044 3412 (1.035-11.24)
Puntuacién compuesta Psicomotor 1.563 0.023 4.775 (1.243-18.33)

Dicotomizacién por debajo y por encima de la mediana de la puntuacién compuesta de
desarrollo cognitivo, puntuacién compuesta de desarrollo del lenguaje y puntuaciéon com-
puesta del desarrollo psicomotor, para la regresion logistica binaria. Ajustadas por el peso
al nacimiento. Variable de riesgo el genotipo PPARG CG
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Discusion

En el presente estudio, se ha comprobado que los bebés de madres con genotipo
PPARG tipo natural Pro12 superaron a los 18 meses de edad a los portadores del
alelo Ala, en las puntuaciones compuestas de desarrollo cognitivo, del lenguaje y
de desarrollo motor, pero no en desarrollo socio-emocional, independientemente
de la obesidad materna y/o diabetes gestacional. Por otra parte, no se observé nin-
gun efecto del propio polimorfismo Pro12Ala del nifio sobre su desarrollo neuro-
logico. Ademas, las variantes del Pro12Ala no parecen afectar a las concentracio-
nes de acidos grasos en sangre y placenta durante el parto.

Este es el primer estudio en el que las variaciones del polimorfismo genético
del PPARG Pro12Ala se relacionan con el desarrollo neurolégico del bebé. Los re-
sultados obtenidos muestran el papel de las variantes polimorficas del Pro12Ala
materno en la regulacion de los mecanismos intrauterinos implicados en la trans-
ferencia transplacentaria de acidos grasos desde la madre al feto, y por tanto,
que van a influir sobre el desarrollo neurolégico del bebé; esta influencia tiene
un impacto a largo plazo (18 meses en lugar de 6 meses). Se ha demostrado que
el PPARg tiene una funcion especifica en la regulacion de la expresion de genes
implicados en la neurotransmision, y por lo tanto puede jugar un papel impor-
tante en el aprendizaje y el desarrollo de la memoria [27], especialmente en la
memoria a largo plazo [5].

El PPARg se expresa fuertemente en la placenta humana [28], y tiene un papel
central en la funcion y el desarrollo placentario [29, 30]. El PPARg actla como re-
gulador negativo de la invasion trofoblastica del endometrio y estd implicado en
la secrecion de hormonas reguladoras de la reproducciéon por los trofoblastos [30].
Ademas, el PPARg juega un papel en el suministro de nutrientes al embridon como
regulador de la funcion metabdlica, la regulacion de almacenamiento de acidos
grasos y el metabolismo de la glucosa [29].

Los genes activados por PPARg estimulan la captacién de lipidos y la adipogé-
nesis por las células grasas; participa en la regulacién de la transferencia de lipidos
hacia el feto desempefiando un papel esencial en la placenta, y depende de la in-
corporaciéon de lipidos de la circulacibn materna, asi como de las vias metabdlicas
de lipidos dentro de la placenta [31, 32]. La extrema importancia de los acidos gra-
sos, especialmente acidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6 de cadena larga (LCG-PU-
FAs) en el desarrollo del cerebro fetal ha sido ampliamente comprobada [33-35],
siendo cruciales para la neurogénesis, la neurotransmision, y la protecciéon contra
el estrés oxidativo [35]. Hay una etapa de crecimiento en la materia gris del cere-
bro humano durante el ultimo trimestre del embarazo y los primeros meses des-
pués del parto, donde se produce una alta acrecion de acido araquiddnico y acido
docosahexaendico (DHA) en el cerebro del feto humano.

Varios estudios han demostrado que una dieta baja en PUFA n-3 disminuye
las concentraciones de DHA en los fosfolipidos del plasma, lo que determina a su
vez una disminucion de los PUFA n-3 en el cerebro; la consecuencia de bajas con-
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centraciones de PUFAs n-3 en el cerebro humano conducen a un deterioro cog-
nitivo y efectos negativos en el desarrollo de la conducta [36, 37]. Por lo tanto,
la variante materna del PPARG 12Ala que se traduce en reduccién de la actividad
PPARg, puede dar lugar una disminucién de la transferencia transplacentaria de li-
pidos hacia el feto, afectando negativamente el desarrollo del cerebro fetal.

El papel del PPARg materno podria estar implicado en otros mecanismos pla-
centarios relacionados con el desarrollo neurolégico del feto. EI PPARg contribuye al
desarrollo de la placenta, y por lo tanto a la transferencia materno-fetal de oxigeno
y de diferentes nutrientes que permiten el crecimiento fetal, incluyendo el desarro-
llo cerebral. Se ha demostrado una relacion positiva de la expresion placentaria del
PPARg con el peso fetal y placentario [38]. Se sabe que hay nutrientes esenciales
para el desarrollo cerebral durante la vida fetal, que van a influir no sélo en el de-
sarrollo morfoldgico, sino también en la funcién cerebral incidiendo sobre la neu-
roquimica y el desarrollo neuropsicologico; el efecto de la nutricion en estas eta-
pas precoces de la vida puede tener un impacto duradero a muy largo plazo [35].
Esta hipotesis, sin embargo, debe ser confirmada en futuros estudios.

El presente estudio tiene diversas limitaciones; no se ha podido comprobar
ninguna diferencia en las concentraciones de acidos grasos en plasma ni en te-
jido placentario entre mujeres y nifios con los diferentes genotipos Pro12Ala es-
tudiados. La falta de asociacion entre las concentraciones de los polimorfismos
y las de acidos grasos en la placenta, podria ser el resultado de la preparacién
de la muestra, pues se obtuvo parte tanto de la cara materna como de la fetal,
habiéndose analizado una mezcla de las mismas. Otra explicacién podria ser el
namero limitado de muestras disponibles para el andlisis de los acidos grasos
(especialmente entre los portadores del alelo Ala), lo que ha disminuido la po-
tencia estadistica.

Por otro lado, no se han encontrado asociaciones significativas entre el geno-
tipo Pro12Ala y los niveles de lipidos plasmaticos, pero las diferencias aparecieron
después de 24 semanas de dieta de acidos grasos [39]. En ratones se ha demos-
trado que el PPARg desempefia un papel en el cerebro en la regulacion del ape-
tito, y por tanto, la variacion genética de este gen puede estar relacionada con la
ingesta diaria [40]. De hecho, un estudio reciente en humanos ha demostrado di-
ferencias significativas en la ingesta total de grasa en la dieta, en relacién con los
genotipos Pro12Ala, donde los participantes portadores del alelo 12Ala tuvieron
mayor ingesta de grasas respecto a los no portadores [41].

Conclusion

Los resultados del estudio que se presenta muestran que los bebés nacidos de ma-
dres con el genotipo Pro12 tienen mejores resultados de desarrollo neurolégico a
los 18 meses de edad respecto a las portadoras del alelo Ala, lo que indicaria el
papel a largo plazo de las variantes del PPARg sobre el desarrolio del cerebro fetal,
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al actuar sobre la transferencia transplacentaria de nutrientes. Las variantes resul-
tan de la actividad del receptor disminuido PPARG 12Ala, lo que puede conducir
a una transferencia de lipidos disminuida para el feto y por tanto, afectarian ne-
gativamente el desarrollo del cerebro fetal. Sin embargo, el genotipo Pro12Ala no
parece tener efecto alguno sobre las concentraciones de acidos grasos en los fos-
folipidos del plasma ni en los placentarios. Los resultados presentados en este estu-
dio deberian ser replicados, asi como el impacto del polimorfismo PPARG Pro12Ala
sobre el neurodesarrollo deberia ser ampliamente estudiado.
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