Trabajo Original

PREMIO PROF. DR. ABRAHAM GUITELMAN
La activacion de receptores activados por proliferadores
peroxisomales (PPAR) como reguladora del metabolismo lipidico en la
placenta de pacientes con diabetes
The activation of peroxisome proliferator activated receptros (PPARs) as the regulator
of lipid metabolism in the placenta of patients with diabetes

Dres. Evangelina Capobianco’, Nora Martinez', Daiana Fornes’, Romina Higa', Melisa Kurtz’,
Ingrid Di Marco’?, Maria Natalia Basualdo?®, Cristina Faingold?, Alicia Jawerbaum'

Laboratorio de Reproduccion y Metabolismo, CEFYBO-CONICET, Facultad de Medicina, Universidad de Bue-
nos Airves, Paraguay 2155, Piso 17 (1121) Ciudad Autonoma de Buenos Aires
?Division Obstetricia del Hospital Materno-Infantil “Ramon Sarda”, Esteban de Luca 2151 (1246)
Ciudad Autonoma de Buenos Aires
3Hospital César Milstein, La Rioja 951 (1221) Ciudad Autonoma de Buenos Aires

Resumen

Dadas las alteraciones metabdlicas inducidas por
la diabetes materna y la capacidad de los receptores nu-
cleares PPAR de regular el metabolismo lipidico, se pro-
puso como objetivo evaluar los niveles de lipidos y PPAR
en la placenta de pacientes sanas y con diabetes tipo 2, y
determinar si la activacién de los PPAR regula los niveles
y peroxidacion lipidica en dichos tejidos. Metodologia:
las placentas se obtuvieron luego del alumbramiento, se
determinaron los niveles de lipidos mediante cromatogra-
fia, los niveles de PPAR mediante Western blot y la pe-
roxidacién lipidica mediante la cuantificacién de TBARS.
Resultados: se evidenciaron mayores niveles de lipidos y
menores niveles de PPARa y PPARY en placenta de pa-
cientes diabéticas en relacion con el control (P<0,05). Los
agonistas de PPARa redujeron la masa lipidica en la pla-
centa de pacientes sanas y diabéticas, mientras que la acti-
vacion de PPARS la redujo sdlo en la placenta de pacien-
tes sanas. Al activar PPARy aumenta la masa lipidica y la
expresion de la enzima de sintesis de dcidos grasos FASN
(P<0,05). La peroxidacion lipidica, incrementada en pla-
centa de pacientes diabéticas (P<0,001), se regul6 negati-
vamente al activar los tres isotipos de los PPAR (P<0,05).
Conclusién: se identificaron en este estudio noveles fun-
ciones de los PPAR en la placenta humana, relevantes en
la regulacién del metabolismo lipidico y la lipoperoxida-
cion. La diabetes tipo 2 induce a nivel placentario altera-
ciones en los niveles y funcion de los PPAR vinculadas a
las importantes anomalias en el metabolismo lipidico y un
estado prooxidante inducidas por esta patologia.
Palabras clave: receptores activados por proliferadores
peroxisomales (PPAR), diabetes, placenta, lipidos, li-
poperoxidacion.

Abstract

Due to the metabolic alterations induced by
maternal diabetes and the capacity of nuclear receptors
PPARs to regulate lipid metabolism the aim of this study
was to evaluate the concentrations of lipids and PPARs
in the placenta from healthy and type 2 diabetic patients
and to determine whether PPARs activation regulate
lipid concentrations and peroxidation in these tissues.
Methods: Placentas were obtained after delivery, lipid
levels were determined by chromatography, concentra-
tions of PPARs isotypes were evaluated by Western blot
and the lipid peroxidation determined by TBARS quan-
tification. Results: There are higher levels of lipids and
lower concentrations of PPARo. and PPARY in the pla-
centa from diabetic patients when compared to controls
(P<0.05). PPARa. agonists decreased the lipid mass in
the placenta from healthy and diabetic patients, while
PPARO activation decreased the lipid mass only in the
placenta from healthy patients. When PPARy was acti-
vated, the lipid mass and the expression of the fatty acid
synthase enzyme (FASN) were increased. Lipid peroxi-
dation, increased in the placenta from diabetic patients
(P<0.001), was negatively regulated when the three
PPARs were activated (P<0.05). Conclusion: We iden-
tified in this work novel PPAR functions in the human
placenta as relevant regulators of lipid metabolism and
peroxidation. Type 2 diabetes induced in the placenta
alterations in PPARs expression and function, related
to the important anomalies in lipid metabolism and the
pro-oxidative state induced by this pathology.
Key words: Peroxisome Proliferator Activated Receptors
(PPARs), diabetes, placenta, lipids, lipoperoxidation.
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Introduccién

La diabetes materna afecta el desarrollo fetal y
placentario, por lo que se producen incrementos en los
indices de abortos espontdaneos, malformaciones congé-
nitas y patologias perinatales (1,2). La macrosomia y la
placentomegalia constituyen el fenotipo mas frecuente
en la diabetes materna (3). La macrosomia conduce a
complicaciones maternas y fetales en el periodo peri-
natal y constituye un marcador fenotipico de anémala
programacion intrauterina, ya que conlleva a mayores
indices de patologias como la hipertension, diabetes y
enfermedad coronaria en la vida adulta de la descenden-
cia (4,5). El feto adquiere su caracteristica macrosémica
hacia fines de la gestacion. Producto de la mayor secre-
cion insulinica del pancreas fetal en respuesta a la hi-
perglucemia materna, se promueve en el feto un estado
anabolico que conduce a una mayor acumulacién de li-
pidos en diferentes 6rganos fetales, ampliamente facili-
tada y promovida por una mayor transferencia de lipidos
a través de la placenta (3,6). La transferencia lipidica se
regula en el tejido placentario. Los dcidos grasos pro-
venientes de la circulacién materna son reesterificados
en forma transiente en este tejido, y luego catabolizados
mediante la accién de lipasas para luego ser transferi-
dos al feto en desarrollo (7). Los receptores activados
por proliferadores peroxisomales (PPAR) son factores
de transcripcién activados por ligandos involucrados en
multiples procesos de diferenciacion, desarrollo y regu-
lacién de la homeostasis lipidica (8). Se conocen tres
subtipos: PPARa, PPARY y PPARJ; estos heterodime-
rizan con el receptor nuclear del dcido 9-cis-retinoico,
formando complejos que interactiian con elementos de
respuesta especificos en el ADN (9). La activacién de
estos receptores por sus ligandos especificos media el
reclutamiento de factores coactivadores y la consecuente
transcripcion de genes de importancia en el control del
metabolismo de lipidos y carbohidratos, la inflamacién
y el desarrollo (10,11). En efecto, en diferentes tejidos,
agonistas de los PPAR regulan la transcripcién de genes
blanco vinculados con procesos de sintesis, oxidacién y
transporte de lipidos y ejercen transrepresion de facto-
res de transcripcidén que estimulan procesos inflamato-
rios (8,11). Los agonistas endégenos de los PPAR son
moléculas lipidicas (prostaglandinas y acidos grasos po-
liinsaturados, entre otros). Sus agonistas farmacoldgicos
(glitazonas y fibratos, entre otros) poseen claros efectos
reguladores del metabolismo lipidico e hidrocarbonado
y de la inflamaciodn, y son utilizados en el tratamiento de
la obesidad, las dislipidemias y la diabetes (12).

Modelos experimentales de diabetes y prefiez
han permitido identificar la capacidad de agonistas de
PPAR de regular el metabolismo lipidico y procesos
proinflamatorios durante la organogénesis temprana y en

el desarrollo fetal y placentario (13,14). Estudios realiza-
dos en la placenta humana identificaron a los PPAR como
reguladores de la diferenciacién e invasion trofobléstica y
evidenciaron importantes alteraciones en la expresion de
PPAR en la diabetes gestacional (15,16). En la diabetes
pregestacional tipo 1, no se encontraron alteraciones en
la expresién de PPARY, aunque si, menores niveles de su
agonista endégeno, alteracion vinculada a la anémala pro-
duccién de 6xido nitrico (17). No se sabe, sin embargo, si
se encuentran alterados los niveles y funcién de PPAR en
la placenta de pacientes con diabetes tipo 2.

Cobra relevancia el estudio de la diabetes tipo
2 en la gestacién debido a la creciente y mds temprana
incidencia de este tipo de diabetes y al incremento en
la edad materna que se evidencia en la actualidad. En
forma similar a la diabetes tipo 1, la diabetes tipo 2 pre-
gestacional incrementa el riesgo de malformaciones y
abortos espontdneos (1,18). Ademds, la diabetes tipo 2
comparte con la diabetes gestacional y la diabetes tipo 1
el mayor riesgo de morbilidad y mortalidad perinatal, y
la programacién de enfermedades metabdlicas y cardio-
vasculares en la vida adulta del neonato (5,19).

Sobre la base de los antecedentes descriptos, el
objetivo del presente estudio fue evaluar los niveles de
PPAR vy la capacidad de los agonistas de PPAR de re-
gular el metabolismo lipidico y la lipoperoxidacién en
la placenta a término de gestantes sanas y con diabe-
tes tipo 2. Los resultados obtenidos han revelado una
clara participacion de los PPAR en la regulacion del
metabolismo lipidico y el entorno prooxidante en la
placenta humana. Ademds, han permitido identificar
importantes anomalias en el metabolismo lipidico, en
los niveles de PPAR y un entorno prooxidante en la
placenta de pacientes con diabetes tipo 2, alteraciones
posiblemente vinculadas con las anomalias de creci-
miento fetoplacentario y la programacion intrauterina
de enfermedades metabdlicas en la diabetes materna.

Metodologia
Poblacion

La poblacién en estudio corresponde a pacientes
de la Unidad II de Alto Riesgo de la Maternidad Ramén
Sard4 de Buenos Aires. Se incluyeron pacientes sanas
(controles) y con diabetes tipo 2 (diagnosticadas me-
diante historia clinica y sin comorbilidades asociadas).
En todos los casos, se excluyeron aquellas pacientes que
presentaban alguna de las siguientes complicaciones:
preeclampsia, trombofilia, complicaciones vasculares
y/o renales, anemias con hemoglobina total =8%, naci-
miento pretérmino (<37 semanas de gestacion), rotura
prematura de membranas, positividad de serologias de
HIV, VDRL y hepatitis B, corioamnionitis, desprendi-
miento prematuro de placenta y sufrimiento fetal.
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El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica
y Docencia del Hospital Materno-Infantil “Ramén Sardd”.
De acuerdo con las normas institucionales, se obtuvo el
consentimiento informado de las pacientes voluntarias.

Preparaciones placentarias y diseiio experimental

Las placentas (n=12 tanto en el grupo control
como diabético) se obtuvieron a término mediante ce-
sarea, llevada a cabo debido a razones obstétricas. Lue-
go del alumbramiento, el tejido placentario fue inme-
diatamente trasladado al laboratorio para su procesado.
Se separaron la placa basal y coriénica y se obtuvieron
explantes de vellosidades coridnicas placentarias (100
mg); estos fueron inmediatamente congelados a -80 °C
para posterior determinacién de los niveles de PPARa,
PPARY y PPARSY, de lipidos neutros y polares y de la pe-
roxidacion lipidica. Se conservo el tejido en RNA later®
para determinar la expresion génica de PPAR y de FASN
(sintasa de dcidos grasos).

Por otro lado, las vellosidades placentarias (100
mg) fueron incubadas en bafio metabdlico bajo atmdsfe-
rade 5% CO, en aire a 37 °C, con y sin adiciones de ago-
nistas de los tres isotipos de PPAR (PPARa:: LTB, 1 uM,
clofibrato 20 uM; PPARY: 15deoxydelta'>'*PGJ, 2 uM;
rosiglitazona 3 uM; PPARJ: carbaprostaciclina 1 uM,
GW501516 100 nM). Luego de tres horas de cultivo, el
tejido se conservoé a -80 °C para luego analizar los nive-
les de lipidos neutros y polares (triglicéridos, colesterol,
ésteres de colesterol y fosfolipidos) y la lipotoxicidad
placentaria (dosaje de TBARS).

Materiales y métodos

Niveles de PPAR: se evaluaron los niveles de
PPARa, PPARYy y PPARS mediante Western blot. Bre-
vemente, cantidades equivalentes de proteinas en los
extractos placentarios se sometieron a electroforesis
vertical en gel SDS-PAGE, posteriormente se transfi-
rieron a una membrana de nitrocelulosa y se realizé la
inmunodeteccién con anticuerpos especificos (Cayman
Co.) y revelados con un sistema y equipo especial de de-
teccién por quimioluminiscencia (ECL e ImageQuant,
GE Healthcare). Como control interno se utilizaron an-
ticuerpos antiactina. Se incluyé ademds un marcador de
peso molecular comercial de deteccidn por quimiolumi-
niscencia (Magic Mark, Invitrogen). Las imdgenes obte-
nidas se analizaron con el programa Image J.

Niveles de lipidos: se analizaron los niveles de
triglicéridos, fosfolipidos, colesterol y ésteres de coles-
terol en tejido placentario mediante cromatografia en
capa delgada y andlisis densitométrico. Brevemente, los
lipidos fueron extraidos y las distintas especies lipidi-
cas separadas mediante cromatografia en capa delgada,
donde se sembraron tanto las muestras como la curva es-
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tdndar que contenia cantidades conocidas de las distintas
especies lipidicas por analizar. Las placas se desarrolla-
ron en mezclas de solventes acordes con la separacion
de lipidos neutros y fosfolipidos, para luego revelar la
ubicacidn de las especies lipidicas con vapores de yodo.
Las imdgenes fueron digitalizadas y analizadas median-
te el programa de andlisis de imdgenes Sigmagel.

Expresion de PPAR y FASN: la expresion gé-
nica se estudié mediante RT-PCR. Brevemente, el ARN
fue extraido de la placenta utilizando Trizol® y luego se
realizo la transcripcion reversa de los ARNm mediante
cebadores especificos (Invitrogen) y la enzima M-MLV
(Promega). A partir del ADNc obtenido se realiz6 la
PCR que amplificé segmentos especificos de los genes
de interés, y del gen de la proteina ribosomal humana
RPL30 utilizada como control interno. La secuencia de
cebadores para amplificar el ADNc fueron: 1) FASN:
5" CATCCAGATAGGCCTCATAGAC 3’ (sentido) y 5’
CTCCATGAAGTAGGAGTGGAAG 3’ (antisentido)
(20); PPARYy: 5> CAGATCCAGTGGTTGCAG 3’ (sen-
tido) y 5 GTCAGCGGACTCTGGATT 3’ (antisentido)
(21); RPL30: 5> CCGCAAAGAAGACGAAAAAG 3’
(sentido) y 5 AAAGCTGGGCAGTTGTTAGC 3’ (an-
tisentido), disefiados utilizando el programa PRIMER
3. Las condiciones de PCR fueron las siguientes para
FASN, PPARYy o RPL30 respectivamente: un ciclo a 95
°C por 5 min.; 36, 32 o 36 ciclos a 95 °C por 30 seg., 56
°C por 30 seg., 72 °C por 30 seg. Los productos de reac-
cion fueron separados por electroforesis en geles de 2%
de agarosa con bromuro de etidio, se revelaron y digita-
lizaron bajo luz UV en equipo ImageQuant (GE Health-
care), y se utilizé el programa Image J para el andlisis de
la intensidad de las bandas.

Niveles de peroxidacion lipidica: la peroxida-
cion lipidica genera malondialdehido, que fue cuantifi-
cada mediante la reaccién colorimétrica con dcido tio-
barbitirico (método de TBARS).

Estadistica: los valores presentados fueron
comparados empleando ANOVA (complementado con
test paramétricos cuando corresponde) o el test ¢ de Stu-
dent, mediante el programa PRISMA de Graphpad. Las
diferencias entre grupos se consideraron significativas
cuando P fue menor o igual a 0,05.

Resultados

Las caracteristicas del grupo de pacientes sanas
(control) y pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
en estudio se describen en la Tabla L. El grupo de pacientes
diabéticas fue tratado con una dieta controlada de 1800 a
2000 Kcal diarias y con insulina (tratamiento personaliza-
do). El monitoreo glucémico de estas pacientes demostrd
que este tratamiento logré mantener los niveles de gluce-
mia en ayunas entre los pardmetros normales. Sin embargo,
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este grupo de pacientes diabéticas mostr6 un incremento
en el peso placentario y neonatal con respecto al control.
Con respecto a las complicaciones en los neonatos de ma-
dre diabética, 1 de 12 casos presentd sindrome de distrés
respiratorio y 2 de 12 casos presentaron macrosomia.

Los datos representan el promedio + S.E.M.
Test estadistico: t-Student.

*Primer trimestre de gestacion, "Tercer trimestre
de gestacidn, “Parto.

Abreviaturas: IMC: indice de masa corporal;
DM?2: diabetes mellitus tipo 2; SDR: sindrome de distrés

respiratorio. *P<0,05, ***P<0,001 versus pacientes sa-
nas (control).

Conociendo la relevancia de la placenta como
organo que media y regula la transferencia, acumulacién
y transporte de lipidos fetoplacentario, se estudiaron los
niveles de lipidos en las placentas a término de pacien-
tes sanas y diabéticas. Se observo un incremento en los
niveles de fosfolipidos (p<0,05, Figura 1.A), ésteres de
colesterol (P<0,001; Figura 1.B), triglicéridos (P<0,05;
Figura 1.C) y colesterol (P<0,05; Figura 1.D) en las
placentas de pacientes diabéticas comparadas con las
placentas de pacientes sanas.

Tabla I. Datos antropométricos y metabélicos de la poblacién en estudio.

Pacientes control (n=12)

Pacientes DM2 (n=12)

Edad materna (afos) 27.71,7 32,4+1,7
Paridad
Primiparas 1 1
Multiparas 11 (paridad: 2 a ¢) 11 (paridad: 2 a 7)
Glucemia en ayunas (mg/dl)** <99 75-100
IMC materno (kg/m?)¢ 26+1,8 29+1,6
Tratamientos®
Dieta (Kcal) — 1800-2000
Insulina (U por dia) - 24-138
Edad gestacional (semanas)- 38,5+0,2 38,6+0,3
Peso placentario (g) 50812 58128 *
Peso fetal (g)° 3217+96 3795£113 ***
.. . . SDR (n=1)
Complicaciones neonatales Ninguna Macrosomia (n=2)
A) Fosfolipidos B) Esteres de colesterol
500 " 25- i
.g 4004 E 204
£ 3004 £ 15
g g I
@ 200 o 10+
£ E
Z 100 3 Control = &
Bl Diabético
0 T o T
Contral Diabético Control Diateitico
C) Triglicéridos D) Colesterol
30 * 80+ %
e} W
.E 204 E 1
£z =
=]
g I 5 40 '
= =
E 104 E
s 32
1] T 0 T
Control Diatsitico Control Diabético

Figura 1. Niveles de lipidos en placentas de pacientes sanas (control) y pacientes diabéticas. Los lipidos evalua-
dos son (A) fosfolipidos; (B) ésteres de colesterol; (C) triglicéridos y (D) colesterol. Los datos representan la media + S.E.M. n=12.

Test estadistico: +-Student. * P<0,05; *** P<0,001 vs. control.

(8]
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Dado que los PPAR son importantes regulado-
res del metabolismo lipidico en diferentes tejidos, nuestro
principal objetivo ha sido estudiar la posible vinculacién
entre las alteraciones encontradas en los niveles de lipidos
placentarios, con posibles alteraciones en los niveles de
PPAR, como asi también evaluar los efectos regulatorios
de sus agonistas endégenos y farmacoldgicos en la regula-
cion de los niveles lipidicos. Se analizaron los tres isotipos
de este receptor: PPARa, PPARS y PPARY.

Al evaluar las concentraciones placentarias de
PPARa, pudimos observar que sus niveles se encuentran
reducidos en el tejido placentario de pacientes con dia-
betes en relacion con el control (Figura 2).

Al estudiar el efecto de agonistas de PPARa so-
bre las concentraciones lipidicas en placentas de pacien-
tes sanas, observamos que LTB,, su agonista endégeno,
fue capaz de reducir los niveles de todos los lipidos ana-
lizados (P<0,05; Figura 3), mientras que el agonista far-
macoldgico, clofibrato, redujo los niveles de ésteres de
colesterol (P<0,05; Figura 3.B).

Al evaluar el efecto de la activacién de PPARa
en la placenta de pacientes diabéticas observamos que
LTB, redujo significativamente las concentraciones de
todos los lipidos evaluados (P<0,05; Figura 4), mientras

Trabajo Original

A)

Control Diabético

PPARa — S — 50 KDa

Actina 5 s S 12 KDa

B)

1,2
= :
2
2
w 0,84
s 8
o v *
I3
o =
5 0,41
5
0.0 # i
' Control Diabético

Figura 2. Niveles de PPARc. A) Western blot representativo
de los niveles de PPARa en placentas de pacientes sanas (con-
trol) y con diabetes. B) Andlisis densitométrico de los niveles de
PPARa en placentas de mujeres sanas (control) y con diabetes.
Los datos representan la media = S.E.M. n=8. Test estadistico:
t-Student. * P<0,05 vs. control.
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Figura 3. Concentraciones de lipidos en explantes placentarios de pacientes sanas, cultivados sin adiciones
o en presencia de LTB4 (1 pM) o clofibrato (20 pM). Los lipidos evaluados son (A) fosfolipidos; (B) ésteres de colesterol;
(C) triglicéridos y (D) colesterol. Los datos representan la media = S.E.M. n=12. Test estadistico: ANOVA. *P<0,05; ***P<0,001

vs. sin adiciones.
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Figura 4. Concentraciones de lipidos en explantes placentarios de pacientes diabéticas, cultivados sin adicio-
nes o en presencia de LTB4 (1 pM) o clofibrato (20 pM). Los lipidos evaluados son (A) fosfolipidos; (B) ésteres de colesterol;
(C) triglicéridos y (D) colesterol. Los datos representan la media + S.E.M. n=12. Test estadistico: ANOVA. * P<0,05; **P<0,01 vs.

sin adiciones.

que el clofibrato redujo los niveles de ésteres de coles-
terol, triglicéridos y colesterol (P<0,05; Figura 4.B-D).

De esta forma, se evidencio la capacidad regula-
toria de PPAR«. sobre la masa lipidica placentaria, evi-
dente tanto en las placentas de pacientes sanas como de
pacientes diabéticas, sugiriéndose que los menores niveles
de este receptor nuclear identificados en las placentas de
pacientes diabéticas estarian involucrados en la mayor
acumulacion de diferentes especies de lipidos placentarios.

Se continué el estudio con el andlisis de PPARS.
Al evaluar sus niveles, pudimos observar que los mis-
mos no se modifican en el tejido placentario de pacientes
con diabetes en relacion al control (Figura 5).

Al estudiar el efecto de agonistas de PPARS so-
bre las concentraciones lipidicas en placentas de pacien-
tes sanas, observamos que la carbaprostaciclina (cPGIL,),
andlogo de PGI, y activador de PPAROY, fue capaz de re-
ducir los niveles de fosfolipidos (P<0,01; Figura 6.A),
ésteres de colesterol (P<0,001; Figura 6.B) y coleste-
rol (P<0,001; Figura 6.D), mientras que GW 501516,
agonista farmacoldgico de PPARJ redujo los niveles de
ésteres de colesterol (P<0,01; Figura 6.B) y colesterol
(P<0,01; Figura 6.D).

En forma diferente, al estudiar el efecto de la
activacion de PPARO en la placenta de pacientes diabé-
ticas, observamos que cPGL,y GW501516 no fueron ca-
paces de modificar los niveles de ninguna de las especies
lipidicas estudiadas (Figura 7).

©
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Figura 5. Niveles de PPARS. A) Western blot representativo
de los niveles de PPARS en placentas de mujeres sanas y con
diabetes. B) Andlisis densitométrico de los niveles de PPARS en
placentas de mujeres sanas (control) y con diabetes. Los datos
representan la media = S.E.M. n=8. Test estadistico: +-Student.
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Figura 6. Concentraciones de lipidos en explantes placentarios de pacientes sanas, cultivados sin adiciones
o en presencia de cPGI2 (1 pM) o de GW 501516 (100 nM). Los lipidos evaluados son (A) fosfolipidos; (B) ésteres de
colesterol; (C) triglicéridos y (D) colesterol. Los datos representan la media + S.E.M. n=12. Test estadistico: ANOVA. **P<0,01; ***
P<0,001 vs. sin adiciones.
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Figura 7. Concentraciones de lipidos en explantes placentarios de pacientes diabéticas, cultivados sin adicio-
nes o en presencia de ¢PGI2 (1 pM) o de GW 501516 (100 nM). Los lipidos evaluados son (A) fosfolipidos; (B) ésteres
de colesterol; (C) triglicéridos y (D) colesterol. Los datos representan la media + S.E.M. n=12. Test estadistico: t-Student.
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De esta forma, el estudio de PPARY no de-
muestra alteraciones en sus niveles en la placenta de
pacientes diabéticas, sin embargo, los efectos lipoliticos
evidentes cuando dicho receptor nuclear se activa en la
placenta de pacientes sanas, no se evidencian en la pla-
centa de pacientes diabéticas, alteracion funcional que
podria estar involucrada en el mayor contenido lipidico
presente en la placenta de pacientes con diabetes.

Se continuo el estudio con el andlisis de PPARg
en la placenta a término. El estudio de sus niveles revel6
que en placentas de pacientes con diabetes sus niveles
estan disminuidos con respecto a los encontrados en pla-
centas control (Figura 8).

Al estudiar el efecto de agonistas de PPARY so-
bre las concentraciones lipidicas en placentas de pacien-
tes sanas, observamos que 15dPGJ,, agonista end6geno
de PPARY, aumenta los niveles de ésteres de coleste-
rol, triglicéridos y colesterol (P<0,01; Figura 9.B-E),
mientras que la rosiglitazona, agonista farmacoldgico de
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Figura 8. Niveles de PPARy. A) Western blot representativo
de los niveles de PPARy en placentas de mujeres sanas y con
diabetes. B) Andlisis densitométrico de los niveles de PPARy en
placentas de mujeres sanas (control) y con diabetes. Los datos
representan la media = S.E.M. n=8. Test estadistico: +-Student.
*P<0,05 vs. control.
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Figura 9. Concentraciones de lipidos en explantes placentarios de pacientes sanas, cultivados sin adiciones
o en presencia de 15dPGJ, (2 pM) o de rosiglitazona (3 pM). Los lipidos evaluados son (A) fosfolipidos; (B) ésteres de
colesterol; (C) triglicéridos y (D) colesterol. Los datos representan la media = S.E.M. n=12. Test estadistico: ANOVA. **P<0,01;

***P<0,001 vs. sin adiciones.

PPARY, aument6 los niveles de todos los lipidos evalua-
dos (P<0,01; Figura 9).

Dada la capacidad de los agonistas de PPARy
de incrementar los niveles de lipidos neutros y polares
en la placenta humana, evaluamos el efecto de su ago-
nista endégeno 15dPGJ, sobre la expresion de la enzima
sintasa de dcidos grasos FASN que, como su nombre lo
indica, participa en el proceso de lipogénesis y también
su efecto sobre el propio receptor nuclear PPARY.

Observamos que en placentas de pacientes
sanas la expresiéon de FASN se incrementa al activar
PPARY (P<0,05, Figura 10.A), mientras que no se mo-
difica la expresion del propio receptor PPARY al activar
este receptor nuclear (Figura 10.B).

Por otro lado, al evaluar la placenta de pacientes
diabéticas, observamos que las adiciones de 15dPGJ,, ago-
nista endégeno de PPARy, aumenta los niveles de ésteres
de colesterol (P<0,05; Figura 11.B) y rosiglitazona,
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Figura 10. Expresién de (A) FASN y (B) PPARy en ex-
plantes placentarios de pacientes sanas, cultivados
sin adiciones o en presencia de 15dPGJ, (2 pM). los
datos representan la media = S.E.M. n=8. Test estadistico: *
Student. *P<0,05 vs. sin adiciones.
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Figura 11. Concentraciones de lipidos en explantes placentarios de pacientes diabéticas, cultivados sin adi-
ciones o en presencia de 15dPGJ, (2 pM) o rosiglitazona (3 pM). Los lipidos evaluados son (A) fosfolipidos; (B) ésteres
de colesterol; (C) triglicéridos y (D) colesterol. Los datos representan la media + S.E.M. n=12. Test estadistico: ANOVA. **P<0,01;

*** P<0,001 vs. sin adiciones.

agonista farmacolégico de dicho receptor, incremen-
ta los niveles de fosfolipidos y ésteres de colesterol
(P<0,01; Figura 11.A-B).

Considerando la capacidad de los agonistas de
PPARY de incrementar los niveles de lipidos en las pla-
centas de pacientes diabéticas, estudiamos el efecto de
su agonista endégeno 15dPGJ, tanto sobre la expresion
de la enzima sintasa de 4cidos grasos FASN como sobre
la expresion del receptor nuclear PPARy. Observamos
que el agonista PPARY estimul6 la expresion de FASN
en placentas de pacientes diabéticas (P<0,05, Figura
12.A). Ademas, a diferencia de lo observado en placen-
tas de pacientes sanas (control), 15dPGJ, increment6 la
expresion de PPARY en la placenta de las pacientes con
diabetes (P<0,05, Figura 12.B).

De esta forma, el estudio de PPARYy nos mues-
tra los menores niveles de este isotipo de PPAR, y su
capacidad de regular mecanismos vinculados a la acre-
cion de lipidos placentarios, de relevancia para su fun-
cion regulatoria de la cantidad y clase de lipidos que se
transfieren al feto en desarrollo.

Por udltimo, considerando la sobreacumulacion
lipidica observada y el conocido estado prooxidante que
puede inducir la diabetes en la gestacién (22,23), se eva-
1ué la presencia de peroxidacion lipidica en la placenta de
pacientes con diabetes tipo 2, como asi también la posible
accion de agonistas de PPAR sobre la formacién de lipo-
perdxidos, marcadores de estrés oxidativo e indicadores
de dafio a lipidos bioactivos y con funcién estructural.
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12. Expresiéon de (A) FASN y (B) PPARy en explantes
placentarios de pacientes diabéticas, cultivados sin
adiciones o en presencia de 15dPGJ, (2 pM). Los datos
representan la media = S.E.M. n=8. Test estadistico: +-Student.
*P<0,05 vs. sin adiciones.

La peroxidacion lipidica ha sido evaluada cuan-
tificando las especies reactivas al dcido tiobarbittrico
(TBARS). Se observd que los niveles de TBARS se
encuentran incrementados al compararlos con el tejido
control (P<0,001; Figura 13).
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Para analizar la posible accién de agonistas de
PPAR en la regulacion de la formacién de lipoperdxidos,
los explantes placentarios de pacientes sanas y pacien-
tes con diabetes fueron cultivados en presencia o ausen-
cia de LTB, (1 uM) o clofibrato (20 uM), agonistas de
PPARa; PGI, (1 uM) o GW 501516 (100 nM), agonistas
de PPARS; y 15dPGIJ, (2 uM) o rosiglitazona (3 uM) ago-
nistas de PPARY.

Al estudiar los efectos de agonistas de PPARa
sobre los niveles de lipoperdxidos observamos que su
agonista endégeno LTB,, no modificé los niveles de li-
poperdxidos en placentas de pacientes controles (Figu-
ra 14.A), pero fue capaz de reducir dichos niveles en
placentas de pacientes con diabetes (P<0,05; Figura
14.B). El clofibrato, agonista farmacolégico de PPARa,
no fue capaz de modificar los niveles de lipoperéxidos
en ninguno de los dos grupos (Figura 14).

El estudio del efecto de agonistas de PPARJ re-
vel6 que tanto su agonista enddgeno, la cPGI,, como su
agonista farmacologico, el GW 501516 fueron capaces
de reducir los niveles de lipoperdxidos en placentas de
pacientes sanas (P<0,01; Figura 15.A). En cambio, en
placentas de pacientes con diabetes, s6lo la cPGI, fue
capaz de reducir los niveles de lipoperdxidos (P<0,05;
Figura 15.B).

La adicion de 15dPGJ, redujo los niveles de
TBARS en placentas de pacientes sanas (P<0,01; Figura
16.A) y diabéticas (P<0,05; Figura 16.B). La adicién del
agonista farmacolégico de PPARY, rosiglitazona, sélo fue
capaz de disminuir los niveles de TBARS en placentas de
pacientes diabéticas (P<0,01; Figura 16.B).

Sobre la base de estos resultados, es importan-
te destacar que en placentas de pacientes diabéticas la
deficiencia en los niveles de PPARo y PPARYy podria
contribuir a la induccion del estado prooxidante que se
pone de manifiesto en esta patologia.

Discusion

Los resultados obtenidos han permitido identi-
ficar alteraciones del metabolismo lipidico y en la lipo-
peroxidacion en la placenta de gestantes con diabetes
tipo 2. Ademds, permitieron establecer la relevancia del
sistema PPAR como regulador de procesos metabdlicos
y prooxidantes en la placenta humana, y determinar que
las alteraciones en este sistema podrian vincularse con
fallas de regulacion metabdlica en la placenta de pacien-
tes con diabetes tipo 2.

Si bien estudios previos han caracterizado el esta-
do proinflamatorio en la placenta de gestantes con diabetes
tipo 1 y gestacional (22), poco se conoce de la DM2 en la
gestacion, patologia cuya prevalencia aumenta dia a dia,
debido a su aparicién en edades mds tempranas y al aumen-
to de la edad en la cual las mujeres planean un embarazo.
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Figura 13. Niveles de TBARS en placentas de pacien-
tes sanas y pacientes diabéticas a término. Los datos
representan la media = S.E.M. n=12. Test estadistico: +-Student.
***P<0,001 vs. control.
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Figura 14. Efecto de LTB, (1 pM) y clofibrato (20 pM),
agonistas de PPARc, sobre los niveles de lipoperéxi-
dos en placentas a término de (A) pacientes sanas
(control) y (B) pacientes diabéticas. Los datos representan
la media + S.E.M. n=12. Test estadistico: ANOVA. # P<0,05
vs. diabéticas.

Los resultados indican que acompafiando al
incremento de peso placentario y fetal, se evidencia en
las placentas de mujeres con diabetes tipo 2, una mayor
acumulacién lipidica, acompafiada de una mayor lipo-
peroxidacién (indicando estrés oxidativo). Estas altera-
ciones posiblemente estén vinculadas con el incremento
en el peso tanto placentario como fetal, ya que la pla-
centa es el érgano donde se regula el transporte de nu-
trientes hacia el feto, y tanto la sobreacumulacién de li-
pidos como el anémalo entorno generado por las mayores
concentraciones de especies reactivas de oxigeno, podran
condicionar un estado donde a la mayor concentracién de
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FIGURA 15. Efecto de cPGl, (1pM) y GW 501516
(100nM), agonistas de PPARS, sobre los niveles de
lipoperéxidos en placentas a término de (A) pacien-
tes sanas (contirol) y (B) pacientes diabéticas. Los datos
representan la media = S.E.M. n=12. **p<0,01, ***p<0,001
vs. control; Test estadistico: ANOVA. # P<0,05 vs. diabéticas.

sustratos derivados de circulacion materna, se sume la
falta de control adecuado a nivel placentario de los nu-
trientes a ser transferidos al feto en desarrollo.

Se han demostrado fallas en los sistemas regu-
latorios, posiblemente evidentes en diferentes vias de
sefalizacion vinculadas al crecimiento y desarrollo feto-
placentario, en este estudio en el anélisis de los niveles y
funcién de los receptores nucleares PPAR. Estos factores
de transcripcion activados por ligandos, claramente re-
levantes en procesos de diferenciacion celular, homeos-
tasis lipidica y desarrollo (8,24), han mostrado en este
estudio ser importantes reguladores de la masa lipidica
placentaria y la lipoperoxidacién en la placenta humana
a término.

Estudios previos habian identificado anomalias
en la expresion de PPARa y PPARY, sin evidenciar fallas
en la expresion de PPARS, en la placenta de pacientes
con diabetes gestacional (25,26). En forma diferente, no
se evidencian alteraciones en los niveles de PPARy en
la placenta de pacientes con diabetes tipo 1 (25). Este
estudio revela que en forma semejante a lo observado en
la placenta con diabetes gestacional, existen anomalias
en la expresion de PPARa y PPARY, y no en la expre-
sién de PPARS en la placenta a término de pacientes con
diabetes tipo 2.

Resultados interesantes surgen del andlisis de la
funcionalidad de los tres isotipos de PPAR.

Observamos que PPARa regula en la placen-
ta humana a término los niveles de diferentes especies

Figura 16. Efecto de 15dPGJ, (2 pM) y rosiglitazona
(3 pM), agonistas de PPARy, sobre los niveles de li-
poperéxidos en placentas a término de (A) pacientes
sanas (control), y (B) pacientes diabéticas. Los datos re-
presentan la media = S.E.M. n=12. Test estadistico: ANOVA.
*P<0,05 vs. control; ##P<0,01, ###P<0,001 vs. diabéticas.

lipidicas, y que su accién es diferencial al utilizar ac-
tivadores endégenos y farmacoldgicos, tal como se ha
demostrado en diferentes estudios previos en diferentes
tejidos (11). Su activacidn es efectiva y capaz de regular
en la placenta de pacientes con diabetes la masa lipidica
y la peroxidacién lipidica. Estos hallazgos nos indican
que tal como fue previamente observado en modelos ex-
perimentales de diabetes, su activacién podria ser eficaz
en la regulacion de alteraciones placentarias inducidas
por la diabetes materna, y quizds, tal como se estudid
en modelos animales, podria ejercer efectos benéficos
a nivel fetal (14,27,28). Se destaca de esta forma que
la activacion de PPARo. es relevante en la regulacion
de anomalias del metabolismo lipidico y del entorno
prooxidante en la placenta de pacientes con diabetes
tipo 2, y que los niveles endogenos de este receptor nu-
clear se encuentran reducidos en la diabetes materna.
A diferencia de lo observado para PPARa, el
isotipo PPARS no presenta anomalias en su expresion en
el tejido placentario de pacientes con diabetes tipo 2 en
relacién con el control, sin embargo, los estudios efec-
tuados evidencian que la regulacién de tipo catabdlica
de los niveles de lipidos placentarios no se efectia en el
tejido diabético tal como ocurre en el tejido de pacientes
sanos, alteracidén que podria contribuir a la mayor masa
lipidica en el tejido diabético. Ademads, la activacién de
este isotipo del receptor conduce a la reduccién de la
peroxidacién lipidica tanto en el tejido sano como en el
proveniente de pacientes diabéticos. De esta forma, si
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bien la activacion de PPARO no tendria efectos regu-
latorios del metabolismo lipidico placentario cuando
el tejido proviene de pacientes con diabetes tipo 2, se
evidencia en la placenta de las gestantes diabéticas es-
tudiadas efectos benéficos vinculados a la reduccion de
la peroxidacion lipidica, posiblemente relevantes para
el desarrollo y la funcion del tejido placentario.

Por ultimo, en este estudio hemos encontrado
que la activacién de PPARY en las placentas de pacientes
diabéticas incrementa la masa lipidica placentaria. Este
efecto habia sido previamente observado en la placenta
de animales sanos y diabéticos, y en trofoblastos aisla-
dos de placentas humanas sanas a término (14,29). Este
efecto podria estar vinculado a la accién de agonistas de
PPAR sobre la expresion de FASN, enzima de sintesis de
acidos grasos. Se destaca que se evidencio un incremen-
to en la expresién de PPARYy en la placenta de pacien-
tes diabéticas en presencia de agonistas de este receptor
nuclear, lo que nos marca la capacidad de retroalimen-
tacion positiva de estos agonistas, de relevancia ante la
reduccion de este receptor nuclear evidenciado en la pla-
centa de mujeres con diabetes.

En cuanto a marcadores de estrés oxidativo, ob-
servamos que la peroxidacion lipidica se encuentra nega-
tivamente regulada por la activacion de PPARYy tanto en la
placenta de mujeres sanas como en aquellas provenientes
de mujeres con diabetes tipo 2. Nuevamente, este efecto
es relevante ya que mejoraria la funcionalidad placentaria
y, en consecuencia, la clase y tipo de nutrientes transferi-
dos y las moléculas sefial producidas, involucrados en el
crecimiento y desarrollo del feto. De esta forma, la acti-
vacion de PPARYy seria relevante mayormente por su ca-
pacidad de regular negativamente la sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno en la placenta de mujeres
con diabetes tipo 2, y sus menores niveles podrian estar
vinculados a las anomalias de tipo prooxidantes eviden-
tes en el tejido placentario en esta patologia.

Conclusiones

Los hallazgos de este estudio demuestran im-
portantes anomalias en el metabolismo de lipidos y la
presencia de un estado prooxidante en la placenta de pa-
cientes con diabetes tipo 2, anomalias que se acompaiian
de diferentes alteraciones en la expresion y funcion de
los receptores nucleares PPAR, particulares para cada
isotipo, y que condicionarian la funcion placentaria y, en
consecuencia, el desarrollo fetal. La importante funcion
metabolica y reguladora de pardmetros prooxidantes
ejercidas por los agonistas de PPAR que ha sido iden-
tificada en la placenta humana a término de pacientes
sanas y diabéticas nos brinda un aporte bdsico necesa-
rio para comprender mecanismos reguladores del ano-
malo entorno metabdlico y proinflamatorio que induce
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la diabetes tipo 2 materna en forma intrauterina, base
para el diseiio de estrategias terapéuticas necesarias
para prevenir estas anomalias y sus adversas conse-
cuencias en la vida del neonato.
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