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RESUMEN

Con el objeto de evaluar si agonistas de
PPARs modulan el metabolismo de lipidos en la
placenta de rata control (C) y diabética (D, por
administraciéon de estreptozotocina neonatal 90
mg/kg) se explantd tejido placentario en el dia 13.5
de prefiez e incubd con o sin agonistas de PPARs:
clofibrato (agonista de PPARalfa 20 uM),
15deoxydelta 12.14 prostaglandina J, (agonista de
PPARgamma, 2 uM), y carbaprostaciclina (ago-
nista de PPARdelta, 1 uM). Se evaluaron niveles de
triglicéridos (TG), colesterol (COL), ésteres de
colesterol (ECOL) y fosfolipidos (PL); la sintesis
lipidica de novo por incorporacion de 14C-acetato
y la liberacion de glicerol como indice del catabo-
lismo lipidico. En D se evidencio un incremento en
los niveles de TG (p<0.05) y ECOL (p<0.01), una
reduccion de la sintesis lipidica de novo (p<0.05) y
un incremento del catabolismo lipidico (p<0.001)
en relacion a C. La activacion de PPARalfa produ-
jo en ambos grupos reduccién de los niveles

(p<0.05) e incremento de la sintesis de novo
(p<0.05) y del catabolismo de lipidos (p<0.01). El
agonista de PPARgamma no modificé los niveles
ni el catabolismo de lipidos placentarios, pero
redujo la sintesis lipidica de novo (p<0.05). El ago-
nista de PPARdelta redujo los niveles de PL
(p<0.05) y la sintesis lipidica de novo (p<0.05) e
incrementd el catabolismo lipidico placentario
(p<0.01). Estos resultados evidencian novedosas
funciones de los PPARs sobre el metabolismo de
lipidos placentarios que podrian ser de interés en la
regulacion de las anomalias inducidas por la dia-
betes materna.

INTRODUCCION

La placenta es un 6rgano complejo, esen-
cial para el transporte materno-fetal de nutrientes
y oxigeno. Dada su importancia, la presencia de
anomalias en el desarrollo, estructura y/o funcion
de la placenta dara lugar a consecuencias adversas
en el desarrollo fetal. En la patologia diabética el
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dafio placentario se considera responsable, al menos
parcialmente, de la alta incidencia de complicacio-
nes fetales resultantes de dicha patologia (1.

Durante la gestacion diabética, las altera-
ciones del metabolismo materno, no sélo de hidra-
tos de carbono sino también de lipidos, condicio-
naran la andémala transferencia de metabolitos al
feto en desarrollo (2). Mayoritariamente, los lipidos
son transportados a través de la placenta de mane-
ra indirecta. En forma inicial los lipidos provenien-
tes del plasma materno son incorporados a la pla-
centa, que posee receptores para lipoproteinas;
posteriormente son catabolizados mediante la
accion de lipasas, para luego ser re-esterificados y
acumulados en forma transitoria en este tejido.
Para la transferencia al feto, los acidos grasos son
liberados de los lipidos placentarios mediante su
re-catabolizacion ). De esta forma, la disponibili-
dad de acidos grasos no esterificados a ser transfe-
ridos hacia el feto estd finamente regulada en el
tejido placentario, permitiéndose, una vez libera-
dos, el pasaje de dichos acidos grasos a través del
sinciotrofoblasto, tanto por difusiéon simple como
facilitada por la presencia de proteinas de union de
acidos grasos (4.

En la diabetes, y de acuerdo al grado de
control metabolico de la enfermedad, se observa
como los mayores niveles lipidicos presentes en
suero materno condicionan una acumulacion de
lipidos a nivel placentario y un mayor transporte al
feto, donde existe una sobreacumulacion grasa vin-
culada con la placentomegalia y la macrosomia
fetal (). Estas alteraciones en el crecimiento intrau-
terino inducen no sé6lo complicaciones en el parto y
en el propio neonato, sino que, ademas, se vinculan
con cambios en la programacion intrauterina del
desarrollo fetal, que se veran reflejados en la mayor
incidencia de patologias como la obesidad y la dia-
betes tipo 2 en la vida adulta de la descendencia (6:7),
De estos antecedentes surge el interés en el estudio
de los mecanismos que pudieran estar involucrados
con la regulacion del metabolismo lipidico placenta-
rio, relacionada en forma directa con la transferen-
cia de lipidos al feto en desarrollo.

Los receptores activados por factores de
peroxidacion peroxisomal (PPARs) son factores de
transcripcion activados por ligandos involucrados
en la diferenciacion de adipocitos y en la regula-
cién de la homeostasis lipidica (8). Existen tres sub-
tipos de PPARs: PPARalfa, PPARgamma vy
PPARdelta. Los mismos heterodimerizan con el
receptor nuclear del acido 9-cis-retinoico (RXR),
formando complejos que interactuan con elemen-
tos de respuesta especificos en el ADN, localizados
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en la region promotora de sus genes “blanco”. La
activacién de estos receptores por parte de sus
ligandos especificos media el reclutamiento de fac-
tores coactivadores y la consecuente transcripcion
de genes de importancia en el control del metabo-
lismo de lipidos y carbohidratos, de procesos infla-
matorios y del desarrollo fetal (%:10),

Los agonistas enddgenos de los PPARs
son prostaglandinas, leucotrienos y acidos grasos
poliinsaturados. Las glitazonas y los fibratos son
agonistas farmacoldgicos de estos receptores, y
poseen claros efectos reguladores del metabolismo
de hidratos de carbono y de lipidos, asi como tam-
bién de los mecanismos desencadenantes de la
inflamacién. Estos farmacos son utilizados en el
tratamiento de la obesidad, las dislipemias y la dia-
betes (11, Dada la importancia de los PPARs en la
regulacion del metabolismo lipidico y su capacidad
de mejorar parametros vinculados con dicha
homeostasis en pacientes diabéticos, surge como
hipotesis la posibilidad de que los PPARs regulen
el metabolismo lipidico placentario. El estudio de
estos mecanismos permitiria mejorar la compren-
sion de posibles vias que permitan en un futuro
prevenir las alteraciones en el balance de los lipidos
placentarios inducidas en la gestacion diabética.

Los PPARSs han sido localizados y estudia-
dos en tejido placentario, debido a la funcion esen-
cial de PPARgamma y PPARdelta en el desarrollo
de este organo. En efecto, la inactivacion de los
correspondientes genes en roedores induce letali-
dad fetal, producto de severas anomalias estructu-
rales en la zona del laberinto placentario y en su
vasculatura, que lleva a la muerte fetal a mediados
de la gestacion, cuando la placenta comienza a ser
esencial para el transporte de nutrientes y oxigeno
provenientes de la circulacion materna, el cual
resulta ser altamente eficiente en condiciones fisio-
l6gicas (12:13),

Debido a la posible importancia de los
PPARs como mediadores de funciones metaboli-
cas placentarias durante el desarrollo fetal, este
estudio se ha realizado a mediados de la gestacion,
y se ha empleado a la rata diabética como modelo
experimental. La diabetes se ha inducido mediante
la administracion neonatal de estreptozotocina
(14), modelo que ha sido ampliamente caracteriza-
do por nuestro grupo de trabajo durante la prefez,
y en el cual las glucemias (entre 150 y 230 mg/dl)
coinciden con aquellas que frecuentemente se
observan en la mujer diabética gestante.

Dados los antecedentes mencionados, el
presente estudio tiene por objeto evaluar la accion
de agonistas de los diferentes subtipos de PPARs
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como reguladores de los niveles, la sintesis y el
catabolismo de lipidos en la placenta de rata sana
y diabética a mediados de la gestacion.

METODOLOGIA

Modelo experimental

Ratas en periodo neonatal (dia 2 de naci-
miento) fueron inyectadas en forma subcutanea
con 90 mg/kg de estreptozotocina disuelta en buf-
fer citrato, seglin la técnica descripta por Portha y
col. (14, El estado diabético fue confirmado en los
animales adultos mediante curvas de tolerancia a
la glucosa (159, Un grupo de ratas sanas fueron
inyectadas con buffer citrato para ser utilizadas
como control experimental. Ratas sanas y diabéti-
cas fueron apareadas con machos sanos, designan-
dose el dia de deteccion de espermatozoides en el
extendido vaginal como dia 0.5 de prefiez. Los ani-
males fueron sacrificados en el dia 13.5 de gesta-
cion, y las placentas fueron removidas y prepara-
das segun se detalla a continuacion. Para evaluar
los niveles de glucemia en la sangre materna y en el
liquido amnidtico se utilizaron tiras reactivas
comerciales.

Preparaciones placentarias

El tejido placentario fue conservado a
~70°C para la posterior evaluacion de los niveles
basales de lipidos o incubado durante tres horas en
bafio metabolico bajo atmosfera controlada (CO;:
5%; Oy 95%) a 37 C, en medio Krebs Ringer
Bicarbonato (KRB) con o sin el agregado de ago-
nistas de PPARs (PPARalfa: clofibrato 20 uM,
PPARgamma: 15deoxydelta 12:14 Prostaglandinal,
(15dPGJ,) 2 uM, y PPARdelta: carbaprostaciclina
(cPGI,) 1 uM. Finalizada la incubacion, el medio
de cultivo se conservé a —20°C para determinar los
niveles de glicerol, y el tejido a — 70°C para la pos-
terior cuantificacion de los niveles de lipidos, tal
como se detalla a continuacion. Otros explantes
fueron incubados en forma similar, pero con el
agregado de 14C-acetato (1.6 uCi, actividad especi-
fica 53 mCi/mmol) al medio de incubacidn, a fin de
evaluar la smtesm de novo lipidica, conservandose
el tejido a ~70°C hasta realizar dicha evaluacién.

Determinacion de los niveles de lipidos placentarios

Los lipidos placentarios fueron extraidos
utilizando metanol:cloroformo 2:1 como solventes
de extraccion. Las distintas especies lipidicas se
separaron mediante cromatografia en capa delga-
da, en la cual se sembraron tanto las muestras
como una curva estandar conteniendo cantidades
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conocidas de las distintas especies lipidicas a anali-
zar. Las placas se desarrollaron utilizando como
solvente una mezcla de hexano: éter: acido acético
80:20:2 v/v/v, para luego revelar la presencia de lipi-
dos con vapores de yodo. Finalmente se digitalizd
la imagen por medio de un escaner y se procedid a
la cuantificacién de la intensidad y el area de las
zonas coloreadas mediante el programa Sigmagel.
Los valores obtenidos se extrapolaron de la curva
estandar. Los resultados se expresaron como micro-
gramos de lipidos por mg de proteinas placentarias.

Determinacion de la sintesis de novo de lipidos pla-
centarios

Los lipidos incubados con el trazador
radioactivo 14C-acetato fueron extraidos en la
forma ya descripta para lipidos frios. Previamente
al sembrado, se separ6 una alicuota para la cuanti-
ficacion de la radioactividad total incorporada a la
masa lipidica. Se sembraron las muestras, se desa-
rrollaron y se revelaron las placas de la manera
mencionada previamente. Las zonas ocupadas por
los lipidos radioactivos fueron recuperadas por
raspado de la placa y recoleccidn de la silica en via-
les apropiados conteniendo liquido de centelleo
para la posterior cuantificacion de radioactividad
en un contador de centelleo liquido. Los resultados
fueron expresados como dpm por microgramos de
proteinas placentarias.

Determinacion del catabolismo lipidico placentario
Se determinaron los niveles de glicerol
(producto de hidrolisis de triglicéridos y fosfolipi-
dos) liberados al medio de incubacion por los
explantes placentarios, indice de catabolismo de
lipidos esterificados en dicho tejido. El método
empleado se fundamenta en la modificacién enzi-
matica del glicerol para producir fosfato de di-
hidroxiacetona, proceso en el cual se genera
NADH, producto que se cuantifica mediante
espectofotometria UV. La reaccidon se amplifica
mediante el agregado de hidracina, que captura al
fosfato de di-hidroxiacetona, favoreciendo la reac-
cion enzimatica (16:17), La composicion del reacti-
vo de trabajo empleado fue: glicina 1.5%, MgCl,
0.04%, ATP 0.075%, NAD 0.036% (p/v), 20 unida-
des de gliceroquinasa y 200 unidades de gliceralde-
hido 3 fosfato deshidrogenasa. Finalizada la reac-
cion, se determind la absorbancia a 340 nm. La
concentracion de glicerol se extrapold de curva
estandar. Se expresaron los resultados como nmo-
les de glicerol por mg de proteinas placentarias.

RESULTADOS
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Caracteristicas del modelo animal y del tejido pla-
centario

Las ratas diabéticas obtenidas por admi-
nistracion neonatal de estreptozotocina muestran
elevadas glucemias en relacion al control (p<0.001)
(TABLA 1), nivel de hiperglucemia que se conside-
ra moderado en relacion a otros modelos de diabe-
tes y que es compatible con la gestacion a término.
En el dia 13.5 de gestacion, la hiperglucemia se
detecta también en el liquido amnidtico (p<0.001).
En este modelo se observa un incremento en la
reabsorcion embrionaria (evaluada mediante la
relaciéon entre el nimero de embriones presentes y
el numero de sitios de implantacion) y un aumento
en el indice de malformaciones embrionarias
(p<0.01). En esta etapa no se encuentra alterado el
peso placentario y fetal en la rata diabética en rela-
cion al control (TABLA 1).

Efecto de la activacion de PPARs sobre los niveles
de lipidos placentarios

Con el objeto de determinar si la activa-
cion de PPARs modula los niveles de lipidos en el
tejido placentario de rata sana, explantes placenta-
rios fueron incubados en presencia o ausencia de
agonistas de PPARs, procediéndose luego a la
determinacion de los niveles placentarios de trigli-
céridos, fosfolipidos, colesterol y ésteres de coleste-
rol. Observamos que los diferentes lipidos placen-
tarios evaluados se modifican en forma diferencial
al activar cada uno de los tres isotipos de PPARs.
La activacion de PPARalfa mediante su agonista
clofibrato (20 uM) induce una reduccién en los
niveles de triglicéridos (43%, p<0.01), fosfolipidos
(63% p<0.01) y ésteres de colesterol (46% p<0.05),
sin modificar los niveles de colesterol (FIGURA
1). En forma diferente, la activacién de
PPARgamma mediante la acciéon de su agonista
endogeno 15dPGJ, (2 uM) no modifica los niveles
de las especies lipidicas evaluadas (FIGURA 1).
La activacion de PPARdelta mediante su agonista
carbaprostaciclina (1 uM) induce una disminucion
en los niveles placentarios de fosfolipidos (51%,
p<0.05) sin modificar los niveles de las otras espe-
cies lipidicas estudiadas (FIGURA 1).

Al comparar los niveles de lipidos en teji-
do placentario de rata sana con los hallados en ani-
males diabéticos, se detecta la presencia de anoma-
lias en la composicion lipidica del tejido diabético
(FIGURA 2). Se observa un incremento en los
niveles de triglicéridos (50%, p<0.05) y de ésteres
de colesterol (93%, p<0.01), no detectandose ano-
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malias en los niveles de fosfolipidos y de colesterol
al comparar la placenta de animal sano y diabético
(FIGURA 2).

Al determinar el efecto de agonistas de
PPARSs en la placenta de rata diabética, observa-
mos efectos semejantes a aquéllos observados en el
tejido sano (FIGURA 3). En efecto, la adicion de
clofibrato 20 uM, activador de PPARalfa, induce
una disminucion en los niveles placentarios de tri-
glicéridos (48%, p<0.02), fosfolipidos (41%,
p<0.05), colesterol (24%, p<0.05) y ésteres de coles-
terol (44%, p<0.02) en el tejido diabético. Al igual
que en la placenta sana, la adicion de 15dPGJ , uM
(agonista de PPAR gamma) no modifico los niveles
de las especies lipidicas estudiadas (FIGURA 3).
Asimismo, en los tejidos de animales diabéticos
también observamos que carbaprostaciclina 1 uM
(agonista de PPARdelta) disminuye los niveles de
fosfolipidos (30%, p<0.05) y de colesterol (35%,
p<0.05), sin alterar los niveles de triglicéridos y de
ésteres de colesterol (FIGURA 3).

* Los resultados obtenidos evidencian anomalias en
los niveles lipidicos en la placenta de animales dia-
béticos y muestran que mediante la activacion de los
receptores nucleares PPARs se regulan los niveles de
lipidos placentarios.

* Con el objeto de dilucidar las vias metabolicas
involucradas en dicho mecanismo regulatorio, se eva-
luo el efecto de agonistas de PPARs sobre la sintesis
de novo de lipidos y sobre el catabolismo lipidico en
la placenta.

Efecto de la activacion de PPARs sobre la sintesis de
novo de lipidos placentarios

Para evaluar la sintesis de novo de lipidos
placentarios se utilizé 4C-acetato como trazador.
Los explantes placentarios fueron incubados
durante 3 horas en medio KRB conteniendo el
mencionado trazador radioactivo, y en presencia o
ausencia de agonistas de PPARs. Se procedio luego
a la determinacién de la incorporacién del traza-
dor a las distintas fracciones lipidicas estudiadas:
triglicéridos, fosfolipidos, colesterol y ésteres de
colesterol.

Al realizar estos estudios en la placenta de
rata sana observamos (FIGURA 4) que la adicion
de clofibrato 20 uM (agonista de PPARalfa) indu-
ce un incremento significativo en la sintesis de
novo de colesterol (103%, p<0.01) y de ésteres de
colesterol (80%, p<0.01), no modificindose en
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Ratas Controles Ratas Diabéticas
Glucemia materna (mg/dl) 97 £ 10 198 + 21***
Niveles de glucosa en el liquido amniético (mg/dl) 50+8 145 + 33"
Tasa de reabsorcion embrionaria (%) 1 11.5*
Tasa de malformaciones embrionarias (%) 1 10**
Peso de la placenta (mg) 169.3 + 6.6 167.6 £ 3.9
Peso del feto (mg) 81.7+27 83.0+1.5

TABLA 1: Caracteristicas del modelo experimental. Los datos representan el promedio + error estandar. n=10 ratas en cada grupo
experimental. **p<0.01, ***p<0.001.

A) Triglicéridos B) Fosfolipidos
2 0
£ 3
= =
=
b o0
= ER
=~ ~
oo o0
= =
0
Adiciones: - CL PGJ2 cPGI2 Adiciones: - CL PGJ2 cPGI2
C) Colesterol D) Esteres de colesterol

ng /mg prot

ng /mg prot

Adiciones: - CL PGJ2 cPGI2 Adiciones: - CL PGJ2 cPGI2

FIGURA 1: Niveles de lipidos en la placenta de rata sana: Efecto de agonistas de PPARs. Los explantes placentarios fueron incubados

durante 3 horas en medio KRB con o sin adiciones de clofibrato (CL, 20 uM), 15dPGJ2 (PGJ2, 2 uM) o carbaprostaciclina (cPGI2, 1
uM). Los datos representan el promedio + error estandar. n=8 en cada grupo experimental. *p<0.05, **p<0.01.

A) Triglicéridos B) Fosfolipidos
u *

ng /mg prot
ng /mg prot

CONTROL DIABETICO CONTROL DIABETICO

C) Colesterol D) Esteres de colesterol
ok

ng /mg prot
ng /mg prot

CONTROL DIABETICO CONTROL DIABETICO

FIGURA 2: Niveles de lipidos en la placenta de rata sana y diabética.

Los datos representan el promedio+ error estandar. n=8 en cada
grupo experimental. *p<0.05, **p<0.01.
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B) Fosfolipidos

ng /mg prot

CL PGJ2 cPGI2

D) Esteres de colesterol

ng /mg prot

CL PGJ2 cPGI2

FIGURA 3: Niveles de lipidos en la placenta de rata diabética: Efecto de agonistas de PPARs. Los explantes placentarios fueron incu-
bados por 3 horas en medio KRB con o sin adiciones de clofibrato (CL, 20 mM), 15dPGJ2 (PGJ2, 2 uM) o carbaprostaciclina (cPGI2, 1
uM). Los datos representan el promedio + error estandar. n=8 en cada grupo experimental. *p<0.05, **p<0.02.

forma significativa la sintesis de triglicéridos y de
fosfolipidos. En forma opuesta, la activacion de
PPARgamma a través de la accion de 15dPGJ, (2
uM) induce una disminucion en la sintesis de novo
de todos los lipidos placentarios evaluados (trigli-
céridos 57%, p<0.05; fosfolipidos 75%, p<0.05;
colesterol 74% p<0.01 y ésteres de colesterol 65%,
p<0.01) (FIGURA 4). Por tltimo, observamos que
en presencia de carbaprostaciclina (1 uM) se pro-
duce una reduccion en la sintesis de novo de trigli-
céridos (40%, p<0.05) y de fosfolipidos (39%,
p<0.05), sin modificarse la sintesis de novo de
colesterol y ésteres de colesterol.

Al comparar la sintesis de novo de lipidos en
tejido placentario de rata sana y diabética, se observa
una clara disminucion en la sintesis de todas las espe-
cies lipidicas estudiadas: triglicéridos (84%, p<0.01);
fosfolipidos (71%, p<0.05), colesterol (54%, p<0.05) y
ésteres de colesterol (87%, p<0.001) (FIGURA 5).

Al determinar la accion de agonistas de
PPARSs sobre la sintesis de novo lipidica (utilizando
14C-acetato como trazador) en la placenta de rata dia-
bética, observamos efectos semejantes e incluso mayo-
res a los evidenciados en el tejido sano (FIGURA 6).
En efecto, en la placenta diabética la adicion de clofi-
brato 20 uM (activador de PPARalfa) induce un
importante incremento en la sintesis de novo de todas
las especies lipidicas evaluadas (triglicéridos 150%,
p<0.01; fosfolipidos 166%, p<0.05; colesterol 138%,
p<0.01 y ésteres de colesterol 888%, p<0.01).
Asimismo, al activar PPARgamma mediante la adi-
cion de 15dPGJ, (2 uM) se observa una disminucion
en la sintesis de novo de triglicéridos (58%, p<0.05),
de fosfolipidos (58%, p<0.01) y de colesterol (80%,
p<0.01), no encontrandose modificada la sintesis de
ésteres de colesterol (FIGURA 6). En cuanto a la
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accion de agonistas de PPARdelta, observamos que la
adicion de carbaprostaciclina 1 uM también produce
una reduccion en la sintesis de triglicéridos (58%,
p<0.05), fosfolipidos (51%, p<0.05) y colesterol (74%,
p<0.05), sin modificaciones en la sintesis de ésteres de
colesterol (FIGURA 6).

* Los resultados obtenidos evidencian una menor sinte-
sis lipidica en la placenta de ratas diabéticas. Asimismo
se ha determinado que los agonistas de PPARs poseen
importantes efectos regulatorios sobre la sintesis de
novo de lipidos placentarios, diferentes para la activa-
cion de cada uno de los PPARs.

Efecto de la activacion de PPARSs sobre el catabolis-
mo lipidico placentario

Con el objeto de evaluar un posible efecto
de la activacion de PPARSs sobre el catabolismo de
lipidos esterificados en la placenta, explantes pla-
centarios fueron incubados durante 3 horas en
medio KRB en presencia o ausencia de activadores
de PPARSs, para luego determinar los niveles de gli-
cerol liberados al medio de cultivo.

En los animales sanos observamos
(FIGURA 7) que la adicion de clofibrato 20 uM
(agonista de PPARalfa) induce un importante
incremento del catabolismo lipidico placentario
(133%, p<0.01). No se observan modificaciones en
este parametro en presencia de 15dPGJ, 2 uM
(agonista de PPARgamma). Sin embargo, el incre-
mento del catabolismo placentario que se observa
al activar el receptor PPARdelta mediante la adi-
cion de su agonista carbaprostaciclina 1 uM es
muy significativo (224%, p<0.001) (FIGURA 7).

Al comparar el catabolismo de lipidos
esterificados en tejido placentario de rata sana y
diabética, este parametro muestra un perfil anoé-
malo en el tejido diabético. En efecto, se observa
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FIGURA 6: Sintesis de novo de lipidos en la placenta de rata diabética: Efecto de agonistas de PPARs. Los explantes placentarios fue-
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un importante incremento del catabolismo lipidico
en el tejido placentario de ratas diabéticas en rela-
cion al control (99%, p<0.001), (FIGURA 8).

Al determinar la accién de agonistas de

PPARs sobre el catabolismo de lipidos esterifica-
dos en la placenta de rata diabética, observamos
(FIGURA 9) que en este tejido la activacion de
PPARalfa mediante la adicion de clofibrato 20 uM
no modifica el catabolismo de lipidos placentarios.
En forma semejante a lo observado en el tejido
sano, la adiciéon de 15dPGJ, 2 uM (agonista de
PPARgamma) tampoco modifica el catabolismo
de lipidos placentarios, mientras que la activacién
de PPARdelta a través del agregado de carbapros-
taciclina 1 uM estimula dicho catabolismo, efecto
evidenciado por el incremento en la liberacion de
glicerol al medio de cultivo (53%, p<0.01) (FIGU-
RA9).
* Los resultados obtenidos evidencian que el catabo-
lismo de lipidos placentarios es mayor en la placenta
de animales diabéticos en relacion al control.
Asimismo se ha determinado la capacidad de
PPARalfa y PPARdelta de incrementar el catabolis-
mo lipidico placentario.

DISCUSION

Los resultados del presente trabajo eviden-
cian por primera vez la importancia de los tres isoti-
pos de PPARSs en la regulacion del metabolismo lipi-
dico placentario. En la placenta se regula en forma
activa la acumulacion de lipidos y su transporte a la
circulacion fetal, a través de sus multiples vias meta-
bolicas, proteinas transportadoras y receptores de
membrana, citoplasmaticos y nucleares. De esta
forma se asegura la adecuada cantidad y calidad de
lipidos a ser transferidos al feto en desarrollo (18),

La patologia diabética impacta sobre el
metabolismo de lipidos placentarios a causa de las
alteraciones presentes en el perfil lipidico del plas-
ma materno. Asimismo debemos tener en cuenta el
dafio de tipo proinflamatorio y oxidativo que se
evidencia en este tejido, y que también condiciona-
ra negativamente su desarrollo, funcion y metabo-
lismo (19:20),

En el modelo experimental de diabetes uti-
lizado, las hiperglucemias son moderadas, y se
acompanan de elevadas concentraciones de gluco-
sa en el liquido amnidtico y de un incremento en
los indices de malformacion y de reabsorcion
embrionaria, que probablemente hayan sido indu-
cidos en el periodo de organogénesis temprana, tal
como se reportd previamente 1), Si bien en esta
etapa de la gestacion atin no se detectan incremen-
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tos en el peso placentario, estudios anteriores rea-
lizados en la prefiez a término muestran incremen-
tos en el peso de este 6rgano (22). Los resultados
del presente trabajo muestran que ante glucemias
moderadamente elevadas, ¢l metabolismo lipidico
placentario se encuentra sumamente afectado,
observandose no solo incrementos en los niveles de
lipidos en el tejido diabético, sino también un ele-
vado catabolismo lipidico y una menor sintesis de
lipidos. La disminucién de la sintesis de novo pare-
ce evidenciar un mecanismo compensatorio ante la
elevada oferta de lipidos maternos circulantes.
Este dato, sumado al incremento del indice catabd-
lico, sugiere la posibilidad de que el 6rgano esté
limitando la acumulacion placentaria de lipidos,
mecanismo necesario para evitar la lipotoxicidad
celular, pero con probables consecuencias adversas
para el feto en desarrollo, emergentes del conse-
cuente incremento en la transferencia de acidos
grasos. En efecto, estudios realizados tanto en
humanos como en modelos experimentales de dia-
betes, muestran la directa relacion existente entre
la sobreacumulacion de lipidos en la placenta y los
altos indices lipidicos fetales (18:23),

En el presente estudio hemos evaluado al
tejido placentario a mediados de la gestacion en la
rata, periodo en el cual el 6rgano posee activas todas
las funciones de oxigenacidon y transporte de
nutrientes, y en el cual es elevada la expresion de
PPARs, principalmente en las células trofoblasticas
(24) (10), Hasta el momento, se habia descripto que la
activacion de los PPARSs era capaz de incrementar la
proliferacion y la capacidad invasiva trofoblastica,
de fundamental importancia en el evento de implan-
tacién y desarrollo de la placenta (25). Resultados
previos de nuestro laboratorio mostraron asimismo
la accion de PPARs sobre la produccion placentaria
de oxido nitrico, potente dilatador de la vasculatura
placentaria (26). En este trabajo se muestra la rele-
vancia de PPARs como moduladores del metabolis-
mo de lipidos en la placenta, de importancia en la
transferencia de lipidos hacia el feto en desarrollo.

Los resultados obtenidos muestran que la
activacion de los distintos PPARs cumple roles
diferentes e importantes en la regulacion del meta-
bolismo lipidico en la placenta. La activacion de
PPARalfa da lugar a una disminucién en los nive-
les de lipidos, probablemente a consecuencia de su
claro efecto catabolico. Se observa sin embargo
que la activacion de estos receptores también esti-
mula la sintesis de novo lipidica en este tejido,
mecanismo que probablemente tienda a contra-
rrestar su potente accion catabolica. Es conocida la
capacidad lipolitica emergente de la activacion de
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FIGURA 7: Catabolismo lipidico en la placenta de rata sana: Efecto de agonistas de PPARs. Los explantes placentarios fueron incuba-
dos durante 3 horas en medio KRB con o sin adiciones de clofibrato (CL, 20 mm), 15dPGJ2 (PGJ2, 2 uM) o carbaprostaciclina (cPGI2,
1 uM), para luego cuantificar los niveles de glicerol en el medio de incubacion. Los datos representan el promedio + error estandar. n=8
en cada grupo experimental. **p<0.01, ***p<0.001.
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FIGURA 8: Catabolismo lipidico en la placenta de rata sana y diabética. Los explantes placentarios fueron incubados durante 3 horas
en medio KRB para luego evaluar los niveles de glicerol en el medio de incubacion. Los datos representan el promedio + error estan-
dar. n=10 en cada grupo experimental. ***p<0.001.
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FIGURA 9: Catabolismo lipidico en la placenta de rata diabética: Efecto de agonistas de PPARSs. Los explantes placentarios fueron incu-
bados durante 3 horas en medio KRB con o sin adiciones de clofibrato (CL, 20 uM), 15dPGJ2 (PGJ2, 2 uM) o carbaprostaciclina (cPGI2,
1 uM), para luego cuantificar los niveles de glicerol en el medio de incubacion. Los datos representan el promedio + error estandar. n=8
en cada grupo experimental. **p<0.01.
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PPARalfa en otros tejidos (27), habiéndose descrip-
to una significativa disminucion de los niveles de
lipidos circulantes en pacientes dislipémicos, con y
sin diabetes, que han sido medicados con sus ago-
nistas farmacologicos (28:29),

Al igual que en el tejido sano, en la pla-
centa diabética PPARalfa reduce los niveles de lipi-
dos placentarios, e incrementa la sintesis de novo
lipidica. El agonista de PPARalfa no produce un
incremento en la liberacion de glicerol en el tejido
diabético, diferencia en relacion al tejido sano que
podria deberse a una neo-esterificacion de dicho
compuesto, ya que la activacion de PPARalfa pro-
duce un aumento notable en la sintesis de fosfolipi-
dos y triglicéridos. Cabe destacar que la activacidén
de este receptor podria entonces mejorar las ano-
malias observadas en el tejido diabético, reduciendo
sus elevados niveles de lipidos e incrementado su
baja sintesis de novo. Asimismo, serd fundamental
estudiar el impacto de esta activacion a nivel fetal.

En cuanto a la funcion de PPARgamma,
este receptor nuclear dirige la diferenciacion de
adipocitos y la formacion del tejido adiposo (30,
Ademas, es de importancia su funcion antiinfla-
matoria en procesos arterioesclerdticos, ya que
regula la captacion de LDL oxidado por parte de
las células espumosas (macrofagos) G, Como ya
se ha mencionado, la presencia de PPARgamma es
esencial en el desarrollo placentario, y su inactiva-
cion origina importantes alteraciones morfologi-
cas, principalmente en la zona del laberinto, que
impiden su funcion y conllevan a la letalidad fetal
(12), Asimismo, se vincula a este receptor nuclear
con la regulacion de la capacidad invasiva del tro-
foblasto (25 32), Nuestros resultados muestran que
la activacion de PPARgamma modula el metabo-
lismo lipidico en forma distinta a la de PPARalfa o
PPARdelta. Dicha activaciéon no modifica la masa
ni el catabolismo lipidico, y produce una disminu-
cion de la sintesis de novo de lipidos placentarios,
parametro que se encuentra reducido en el tejido
diabético, pero que se reduce aun mas en presencia
de agonistas de este receptor nuclear. Estudios rea-
lizados en cultivos de trofoblastos muestran que la
activacion de PPAR gamma incrementa la incorpo-
racion de acidos grasos a estas células (33). La dis-
minucion en la sintesis de novo de lipidos que
hemos observado en presencia del agonista de este
receptor podria ser la respuesta compensatoria a
un incremento en la oferta de acidos grasos incor-
porados a las células trofoblasticas.

En cuanto a PPARdelta, si bien este isoti-
po ha sido menos estudiado que los otros, se ha
observado que su activacion da lugar a efectos

@ Revista de Endocrinologia Ginecolégica y Reproductiva

Saegrecopy_version5.gxd 5/30/07 2:55 PM Page 42 $

catabdlicos en el tejido adiposo y en los macrofa-
gos (34:35)_ En la placenta, su inactivacion resulta,
al igual que PPARgamma, en letalidad embriona-
ria producto de alteraciones de desarrollo placen-
tario (13). En cuanto al metabolismo lipidico pla-
centario, nuestros resultados muestran que su acti-
vacion induce una reduccion en los niveles de fos-
folipidos placentarios, efecto que parece deberse a
una importante estimulacion del catabolismo de
lipidos en este tejido, y que se acompaifia de una
reduccion en la sintesis lipidica de novo. De esta
forma, se sugiere que la activacion de este receptor
tiende a incrementar el catabolismo de fosfolipidos
y su posible transferencia al feto en desarrollo,
donde son requeridos en elevadas concentraciones.
Estos efectos de prostaciclina, agonista de
PPARdelta, se evidencian también en el tejido pla-
centario de rata diabética, donde nuestros resulta-
dos preliminares (no mostrados) demuestran la
existencia de altos niveles de fosfolipidos fetales a
mediados de la gesta.

* De estos estudios podemos concluir que los PPARs
son importantes moduladores del metabolismo lipi-
dico placentario. La activacion de cada uno de los
isotipos de este receptor conlleva a efectos especifi-
cos, claramente vinculados con la regulacion de cier-
tos aspectos del metabolismo de lipidos en la placen-
ta.

* En este trabajo se han utilizado agonistas de
PPARs farmacolégicos o endogenos especificos, y
serd objeto de nuestros futuros estudios, la evalua-
cion de la accion de modificaciones dietarias con dci-
dos grasos poliinsaturados, activadores de PPARs,
que podrian ser administrados durante la gestacion
humana.

* Dados los profundos desbalances del metabolismo
lipidico que se observan en la placenta diabética, y
habiéndose evidenciado la capacidad regulatoria de
PPARs sobre dicho metabolismo en este tejido, los
resultados obtenidos abren un camino hacia futuros
estudios que evaliien la posibilidad terapéutica de
moduladores de estos receptores nucleares, regulan-
do el propio metabolismo de lipidos placentarios y su
transferencia al feto, con el objeto de evitar las disli-
pemias vinculadas al desarvollo de la unidad feto-
placentaria en la gestante diabética.
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