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RESUMEN

Se investigd el efecto de la restriccion dietética y de la deficiencia de dcidos
grasos durante la prefiez, en la composicion lipida y fosfolipidica de la placenta de
ratas a los 21 dias post-concepcion. El estudio se llevéd a cabo en ratas hembra vir-
genes de la cepa Wistar con un peso promedio de 130 g, las que se dividieron en
tres grupos similares. Cada grupo fue alimentado desde antes y durante la preiiez de
la siguiente manera: el Grupo Control (C) consumié, ad libitum, una dieta con 25° jo
de la caseina; el Grupo Desnutrido (D) se alimenté con el 500 jo (g/100 g rata) de la
cantidad consumida de la misma dieta del grupo C, y al Grupo Desnutrido Deficiente
(DD) se le asign6é la misma cantidad consumida por el grupo D, pero de una dieta defi-
ciente en AGE.

A los 21 dias de edad gestacional, las ratas preiiadas de los tres grupos, fueron
sacrificadas y se les extrajeron los fetos y las placentas, los cuales se pesaron, liofilizan-
do las placentas. La restriccion de una dieta balanceada disminuyé significativamente
¢l contenido de fosfolipidos (P < 0.05); la deficiencia severa de AGE sobreimpuesta
a la restriccion dietética alterd, ademas, el perfil de los dcidos grasos incorporados a
los fosfolipidos, disminuyendo los dcidos grasos de las series n3 y né y no aumentando
el eicosatrienoico. Ajeno a ello, retuvo los triglicéridos significativamente. Ambos tipos
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de restriccién redujeron el crecimiento fetal; el Grupo DD no modificé el peso placen-
tario, pero si disminuyé casi a 1a mitad el mimero de crfas de la camada.

INTROD UCCION

La desnutricion materna o la deficiencia prolongada de dcidos grasos
esenciales dafian la funcién reproductiva de la hembra. La restriccién al
500/0 de una dieta balanceada durante la gestacién interfiere el normal
crecimiento de la placenta y el feto (1). Por otra parte,una deficiencia
prolongada de acidos grasos esenciales impuesta a la madre desde antes del
inicio de la gestacion, disminuye el peso del feto, de los 6rganos fetales y
de 1a placenta (2).

Se ha comunicado que aun cuando la cantidad de lipidos en la placen-
ta es pequefio (3), todos ellos cumplen funciones esenciales: como com-
ponentes estructurales, en las membranas; como fuente de energia meta-
bélica intercelular, 0 como sustratos para la sintesis de hormonas esteroi-
dales, etc.

En vista de la importancia de la naturaleza de los 4cidos grasos incor-
porados a los lipidos, y la de éstos en la funcion de los tejidos, el propé-
sito del presente estudio fue evaluar la composicién lipidica de la placenta
y la de las cadenas de los dcidos grasos incorporados a los fosfolipfdicos
de este Organo, en ratas sometidas a restriccibn de proteina y a una
deficiencia de dcidos grasos esenciales, desde antes de la prefiez. Un se-
gundo objetivo fue relacionar estos hallazgos con el peso fetal a los 21
d1ias post-concepcion.

Provocar deficiencia de dcidos grasos esenciales requiere largos perfo-
dos de tratamiento dietético. El animal desnutrido constituye un modelo
en el que la deficiencia de dcidos grasos esenciales puede precipitarse en
menor tiempo. Un disefio de esta naturaleza podria demostrar la suscep-
tibilidad de los componentes lipfdicos de la placenta a la desnutrcién
materna y a la deficiencia severa de dcidos grasos esenciales. Ademds,
permitiria relacionar estos cambios con el retardo del crecimiento fetal.

MATERIAL Y METODOS
Dietas

La composicién de las dietas experimentales se informa en la Tabla 1
A, y la composicién de la grasa vegetal hidrogenada que se utilizé en las
dos dietas experimentales aplicadas en el estudio, se detalla en la Tabla 1
B.

Animales

Se usaron 96 ratas hembra virgenes, de la cepa Wistar, con 50 dias de
edad, cuyo peso promedio era de 130 g, las que se dividieron en tres gru-
pos equivalentes. El Grupo Control (C) se alimenté ad libitum con una
dieta balanceada preparada con caseina al 250/o. El Grupo Desnutrido
(D) recibié sélo el 500 /o (g dieta/100 g rata) de la dieta consumida por el
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TABLA 1A

COMPOSICION DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES
(Expresada en gramos por kg de dieta)

Dieta* Balanceada Deficiente en
dcido linoleico

Caseina 250 250
Maicena 250 250
Mezcla de vitaminas liposolubles® 20 20
Mezcla de vitaminas hidrosolubles® 30 30
Mezcla de minerales® 50 50
Chuiio** % 75
Glucosa 125 125
o« -Celulosa 50 50
Manteca vegetal hidrogenada 100 150
Aceite de maiz (58.59 Jo linoleico) 50 0

*  Valor calérico de 1 g de dieta balanceada o deficiente en 4cido linoleico determi-
nado en bomba calorimétrica, 4.12 Kcal.

O Véase referencia (10).

** Del quechua ch 'ufiu, que significa papa helada, secada al sol.

TABLA 1B
CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS DE LA MANTECA VEGETAL
HIDROGENADA
Acidos grasos Porcentaje de los esteres
metilicos
Saturados C12:0 -C22:0 49.40
Monoinsaturados C14:1 —C22:1 38.10
Poliinsaturad os C18—-C22w9 4.00
C18—C20w6
C20w3 2.60
Relacién poliinsaturados 0.13

saturados

grupo C. Al Grupo Desnutrido y Deficiente en dcidos grasos esenciales
(DD), se le ofrecié 1a misma cantidad de dieta consumida por el Grupo D,
pero deficiente en dcidos grasos esenciales, en la que el aceite de maiz
de la dieta balanceada se reemplazé por grasa vegetal hidrogenada. Los
animales de cada grupo se alojaron en jaulas individuales.

Cuando las ratas de los tres grupos experimentales alcanzaron un peso
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promedio de 157 g, el grupo control a los 60 dfas, y los dos grupos desnu-
tridos a los 75 dias de edad, todas se aparearon con machos control por
12 horas, previa deteccion de la fase proestro en frotis vaginal. Después
de detectar espermios en el frotis vaginal las ratas se reubicaron en jaulas
individuales, y cada grupo prefiado continué con el mismo tratamiento
dietético a que estaba sometido antes de iniciar la gestacién.

El agua de bebida se suministré ad libitum. Desde el inicio de la expe-
riencia, las condiciones ambientales fueron: 12 horas deluzy 12 de obs-
curidad, una temperatura de vivero de 250C, y 750/0 de humedad.

A los 21 dfas post apareamiento, las ratas de los tres grupos fueron sa-
crificadas por decapitacion, extrayéndose de inmediato las placentas y los
fetos. Los fetos se pesaron y las placentas se recibieron en agua destilada
a 00C, se lavaron, secaron, se pesaron y fueron liofilizadas durante 24 ho-
ras en un liofilizador Labconco a -650C.

Extraccion y Cuantificacion de Lipidos

La extraccién de los lfpidos totales se efectué en placentas liofilizadas
segiin el método de Bligh y Dyer (4).

Cuantificacion de Lipidos Totales

El extracto cloroférmico se evapord bajo corriente de nitrégeno en un
evaporador Meyer Organomation N evap., Modelo 111, a 300C. Los lipi-
dos se determinaron por gravimetria.

Fraccionamiento e Identificacion de Lipidos Neutros

Los lipidos neutros se fraccionaron e identificaron por cromatografia
en placa fina, para lo cual se utilizaron placas Silica Gel G (20 x 20),
Merck No. 5715.

Las placas fueron sembradas en bandas de 0.5 cm de ancho, usando un
equipo Linomatt II Camag. Paralelamente se sembraron estindares de
fosfolipidos, esteroles, dcidos grasos y triglicéridos (Sigma Chemical Co.).
Se usaron como fase mévil dos mezclas de solventes en forma consecutiva
(5). éter de petréleo (40-600) y dietil-éter, dcido acético (50:50:1 v/v);
en la segunda etapa se empleé éter de petréleo (40-600) y benceno (70:
31 v/v). Las placas se revelaron sumergiéndolas en solucion de acetato
ciprico al 39/o en acido fosférico al 80/0, durante tres segundos, seguido
de un calentamiento a 1900C por 8 minutos (6). Los diferentes lipidos
fueron identificados por comparacién con los Rf de sus respectivos estan-
dares.

Fraccionamiento e Identificacion de los Fosfolipidos

Los lipidos de 2 g de placentas liofilizadas fueron reconstituidos a 4
mlde cloroformo y 25 ul se sembraron en placas de Silica Gel G (20 X
20). En la misma placa se aplicaron paralelamente cantidades conocidas
de estindares de fosfatidil serina, fosfatidil etabolamina, fosfatidil colina y
difosfatidil glicerol (Sigma Chem.). Se utilizé6 como fase mévil una mezcla
de cloroformo:metanol:dcido acético:agua (60:14:13:2, 4 v/v). Parael
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revelado se aplicaron las mismas condiciones usadas para lipidos neutros, y
los fosfolipidos fueron identificados comparindolos con los Rf de sus
respectivos estandares.

Cuantificacion de Lipidos Neutros y Fosfolipidos

La cuantificacion de los lipidos neutros y fosfolipidos se realizé por
densitometrfa de reflexién, utilizando un densitorefractémetro TLC/
HPTLC Scanner Camag asociado a un inscriptor (7). El cdlculo de las can-
tidades se efectué tomando como base las dreas entregadas por el inscrip-
tor para cada clase de lipidos, usando para ello un planimetro Elphor
(Bender y Hobein) y esta drea fue comparada con el drea entregada por las
cantidades conocidas y sembradas de cada tipo de estindar.

Determinacion de los Acidos Grasos en los Fosfolipidos de la Placenta

Los dcidos grasos de los fosfolipidos se analizaron por cromatograffa
de gas liquido de sus ésteres metflicos, preparados segun Metcalfe (8), y
se separaron usando un cromatografo Hewlett Packard 5.750. La separa-
cién, identificacion y cuantificacién de los dcidos grasos de los fosfoli-
pidos se hizo utilizando el extracto de los fosfolipidos obtenidos a partir
de su fraccionamiento, en placas de Silica Gel H Merck (20 x 20). La
separacion adecuada de los fosfolipidos del resto de los lipidos, se logré
mediante el raspado de esta fraccion desde la placa de Silica Gel G. La
identificacion de los dcidos grasos se hizo sobre la base de los tiempos de
retencion absolutos y relativos encontrados para los dcidos grasos estinda-
res (PUFA 1, PUFA 2, Supelco Inc.). Se corrieron estindares en las
mismas condiciones de trabajo de las muestras de placentas, pero en iso-
terma a 1800C, lo que permiti6é identificar dcidos grasos que no estaban
en la mezcla de estdndares. Para ello se utilizé el método del logaritmo del
tiempo de retencidn versus el nimero de dtomos de carbono en la cadena
del dcido graso (5).

La cuantificacién de los dcidos grasos se realiz6 tomando en cuenta
los porcentajes de éstos, obtenidos en el integrador automdtico, con la
cantidad de lfpido contenido en la alicuota inyectada, previamente cuan-
tificado por gravimetria. Se considerd, ademds, el PM de los dcidos grasos
¥ su aporte al extracto total. Esto permiti6 expresar los resultados en mi-
ligramos de 4cidos de los fosfolfpidos por gramo de placenta himeda.

Andlisis Estad istico
Los resultados obtenidos se sometieron a andlisis de varianza. Poste-

r§0rl_nente se aplicé el test miltiple de Kramer (9) a fin de determinar la
Significacion estadistica entre los grupos, en relacién al tratamiento die-

tético. '
RESULTADOS

En 1a Tabla 2 se detalla el efecto que la restriccion de una dieta ba-
lanceada y la restriccion de una dieta deficiente en dcidos grasos esenciales,
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TABLA 2

GANANCIA DE PESO DURANTE LA PRERNEZ, PESO FETAL, PESO PLACENTA
Y PORCENTAJE DE AGUA DE LAS PLACENTAS DE LAS RATAS CONTROL,
DESNUTRIDAS Y DESNUTRIDAS DEFICIENTES EN ACIDOS GRASQS
ESENCIALES, A LOS 21 DIAS POST-CONCEPCION

Desnutrido y defi.
Conftrol Desnutrido ciente en acidos
grasos esenciales
Ganancia de peso ‘

(g/21 dias) 112.91 £18.33% ©® 47.64+13.15P 41.49+ 10.79P
Peso placenta (g) 0.48 + 004>  0.43+ 0.02° 0.49% 0,042
Agua placenta (° jo) 87.37 + 0.36® 86.30%+ 0.28° 86.10+ 0.20°
Peso fetal (g) 3.60 £ 0.51% 3.04+ 0.14° 3.03x 027"
Fetos en 1a camada (n) 10 8 6
n®0 32 32 32

Valores promedio * 1 desviacion estindar.
Numero de ratas prefiadas en cada grupo.
*  Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P <0.05).

impuestas a las hembras desde antes de la gestacion, ejercié en la ganancia
de peso durante 21 dfas de prefiez, el peso fetal, peso y porcentaje de agua
de Ia placenta, asi como nimero de animales por camada. Se puede evi-
denciar que la restriccion de los dos tipos de dieta disminuyé significati-
vamente los pardmetros estudiados, a excepcién del peso de la placenta de
ratas con deficiencia severa de dcidos grasos esenciales (AGE) el que no
aparece diferente del control. Al comparar el porcentaje de agua de la
placenta de los dos grupos desnutridos, se observa que ambos valores son
similares, pero significativamente menores que los del grupo control. Por
otra parte, aun cuando la restriccién con los dos tipos de dieta disminuyé
el nimero de animales de la camada, el grupo restringido con deficiencia
drastica de AGE fue menor en relacion a los otros dos grupos.

La composicién lipidica de la placenta del grupo Control (C), desny-
trido (D) y desnutrido con deficiencia severa de AGE (DD), se presenta
en Tabla 3. La desnutricién provocada por restricciéon de la dieta dismr-
nuyé significativamente el contenido de fosfolipidos; ademads, la super-
imposicion de una deficiencia de dcidos grasos esenciales, disminuyé
significativamente los dcidos grasos incorporados a los fosfolipidos ¥
aumento significativamente el contenido de triglicéridos.

El contenido de cada uno de los fosfolipidos identificados en la pla-
centa de los tres grupos de ratas se informa en la Tabla 4. En ella se pU?de
observar que mientras la restriccion de alimentos sélo elevé el contenido
de fosfatidil glicerol, 1a deficiencia de AGE disminuyé significativamente
la fosfatidil colina y esfingomielina, dejando inalterados el resto de 10
fosfolfpidos.
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TABLA 3
COMPOSICION LIPIDICA DE LA PLACENTA DE RATAS CONTROL

DESNUTRIDAS,Y DESNUTRIDAS DEFICIENTES EN ACIDOS GRASOS
ESENCIALES, A LOS 21 DIAS POST-CONCEPCION

Lipidos Grupos de ratas
(mgflacenta
(humeda) Control Desnutridas Desnutridas y
' deficientes en
acidos grasos
esenciales
Lipidos totales 13.62 + 3.39° 12.31*+1.86 10.61 £2.11
Fosfolipidos 7.89 + 1,223% 6.13£0.64P 5.56 1,89
Esteroles 1.54% 0.40 1.52+0.54 1.23 +£0.43
Acidos grasos 2.611+0.942 2.34 £ 0.652 147+ 0.60b
Triglicéridos 0.29 % 0.258 0.33 £ 0.243 0.93 +0.55b
Esteres de esteroles 1.61+0.74 1.36 £1.00 1.30 £ 0.64
Relacion insaturados
[saturados 1.07 £ 0.07 0.79+0.11 0.87 +0.05
n®0 , 12 9 7

0
00

Valores promedio * 1 desviacion estandar.

Nimero de determinaciones. En cada determinacion se emplearon las placentas de
cuatro ratas preniadas.

*  Lasletras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

(P <0.05).

La composicion de los icidos grasos incorporados en los fosfolipidos
de las placentas de los tres grupos experimentales, expresados en micro-
gramos por gramo de placenta himeda se detalla en Tabla S. La restric-
cion de una dieta balanceada afecté tinicamente el contenido de los deri-
Vados del « linolénico componentes de los fosfolipidos. La deficiencia se-
vera de dcidos grasos esenciales sumada a la restriccion de dieta redujo
significativamente el contenido de icido linoleico y los derivados alta-
mente insaturados del icido linoleico y « linolénico, y aumenté significa-
tivamente el enosatrienoico (20:3w9).

DISCUSION

Los datos obtenidos al estudiar el efecto que la restriccion de una die-
ta balanceada y la deficiencia de icidos grasos esenciales (AGE) sobreim-
puesta a la“restriccion dietética, ejerce en la composicion lipidica de la
Placenta y en el crecimiento fetal, sugieren que aun cuando los dos tipos
d.e'insulto afectan de igual maera el crecimiento fetal, el peso y la compo-
sicion lipidica de la placenta son afectados de diferente manera. Al consi-
derar e] efecto que tuvo sobre el peso de la placenta a los 21 dias post-
concepcion, sélo se advierte dafio en el grupo con restriccion de dieta
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TABLA 4
COMPOSICION FOSFOLIPIDICA DE PLACENTAS DE RATAS CONTROL,

DESNUTRIDAS, Y DESNUTRIDAS DEFICIENTES EN ACIDOS GRASOS
ESENCIALES A LOS 21 DIAS POST-CONCEPCION

Fosfolipidos Grupos de ratas
(mg /g placenta

himeda) Control Desnutridas Desnutridas y
deficientes en
acidos grasos

esenciales

Fosfatidil serina 0.214 £0.08° 0.189+0.10 0.09£0.09
Esfingomielina 1.12 +0.18a* 1.06 *0.262 0.63 £ 0.33b
Fosfatidil colina 3.34 +0.502 3.32 *0.42a 1.79 £ 0.64b

Fosfatidil etanol-amina 1.67 +0.40 1.73 £0.34 1.46 £ 0.83
Fosfatidil glicerol 1.19 +0.323 2.34 +0.34b 1.27 + 0.362

n€0 12 9 7

O Valores promedio £ 1 desviacion estindar.

0C Nuamero de determinaciones. En cada determinacién se emplearon todas las pla-
centas de cuatro ratas prenadas.

*  Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(P <0.05).

balanceada (D), el que exhibe un peso significativamente menor con res-
pecto al grupo Control (C) y al grupo con deficiencia severa de AGE (DD).
Es probable que el menor nimero de animales del grupo DD gestados en
cada camada pueda explicar la diferencia entre los grupos D y DD.

A pesar de que el contenido de lipidos totales es menor en los grupos
D y DD con respecto al grupo C, éstos no alcanzan diferencias significa-
tivas. Sin embargo, la restriccion dietética disminuyé significativamente el
contenido de fosfolipidos y icidos grasos. El aumento significativo de los
triglicéridos placentarios @inicamente es atribuible al efecto de la deficien-
cia severa de AGE si comparamos los dos grupos con restriccion de ali-
mento.

El desarrollo y diferenciacion de 1a placenta exige la sintesis de nuevas
células cuyas membranas contienen fosfolipidos. Se ha evidenciado que
el reticulo endoplasmdtico de la placenta sintetiza fosfolipidos. Estos s€
ubican en un gran porcentaje en las membranas, donde cumplen roles €s-
tructurales y en la organizacién de las actividades enzimaticas (11). Un
menor contenido de fosfolipidos por efecto de la restriccion dietética y
un cambio en el perfil de los fosfolipidos evidenciado en el grupo con
restriccion severa de AGE, permite especular un probable dafio en la fun-
ci6bn metabolica celular. )

Por otra parte, la acumulacién de triglicéridos y el menor contemglo
de 4cidos grasos en la placenta del grupo DD, sugeriria una menor dis-
ponibilidad de 4cidos grasos libres para el metabolismo placentario ©
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TABLA 5

COMPOSICION DE LOS ACIDOS GRASOS INCORPORADOS A LOS
FOSFOLIPIDOS DE LAS PLACENTAS DE RATAS CONTROL,
DESNUTRIDAS, Y DESNUTRIDAS DEFICIENTES EN ACIDOS
GRASOS ESENCIALES, A LOS 21 DIAS POST-CONCEPCION

Acido graso Grupos de ratas
(mg /g placenta) -

Control Desnutridas Desnutridas y
deficientes en
acidos grasos-

esenciales
Saturados 2.86 + 0.41° 259 +0.29 2.03 £ 0.42
(C14; C16; C18:0)
Monoinsaturados 1.20 + 0.213b* 1.08 £ 0.162 1.70 + 0.48b
(C16; C18; C20:1)
Linoleico 0.95+0.172 0.76 £0.142 0.41+0.070
(C18: 2w6)
Araquidénico 1.02 +0.162 0.80 +0.192 0.53+0.11°
(C20: 4w6)
Eicosatrienoico 0.05 £0.012 0.05 +0.012 0.14 +0.02b
(C20: 3w6)
Derivados linoleico 0.36 £ 0.022 0.30 £ 0.062 0.12 +0.03b
(C20:4; C22:5w6) ' .
& linolénico- . 0.04%0.013 0.05 + 0.013,b 0.07 £ 0.02b
(C18: 3w3)
Derivados  linolénico  0.45 +0.102 0.14 £ 0.03b 0.16 + 0.03b
(C20:5; C22:5; C22:6w3)
noo 5 5 5

O Valores promedio * 1 desviacién estindar.

90 Nimero de determinaciones. En cada determinaciéon se emplearon todas las pla-
centas de cuatro ratas prefiadas.
*  Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (P<0.005).

para su eventual transferencia hacia el lado fetal. En especial, ello atafie a
aquellos dcidos grasos que son capaces de atravesar la barrera placentaria.

La deprivacion de una dieta balanceada no modificé el contenido ni
la composicién de los dcidos grasos incorporados a los fosfolipidos, efecto
que se logra sélo si a la restriccion se suma la deficiencia de acidos grasos
esenciales. La cantidad significativamente menor de dcido linoleico en la
Placenta y de los derivados del édcido linoleico y <« linolénico en el grupo
_DD, es indicativa de una baja disponibilidad de sustratos de compuetos
Importantes reguladores de las funciones a nivel celular, como son las
Prostaglandinas, los tromboxanos, etc.

En conclusion, la composicion lipfdica de la placenta se ve afectada
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especialmente en su contenido de fosfolipidos y dcidos grasos libres por
efecto de una restriccion dietética impuesta a la madre. Los cambios en
la composicion lipidica de este 6rgano son mds dramdticos si a la restric-
cion dietética se agrega una deficiencia de dcidos grasos esenciales. Ambosg
tipos de insultos nutricionales maternos, se reflejan en un peso fetal sig-
nificativamente menor a los 21 dfas post-concepcién.

SUMMARY

LIPID COMPOSITION OF THE PLACENTA OF RATS WITH PROTEIN
RESTRICTION AND ESSENTIAL FATTY ACID DEFICIENCY

The influence of diet restriction and EFA deficiency during pregnancy in the rat
on the lipid and phospholipids composition of the placenta was investigated, Female
virgin albino Wistar rats weighing 130 + 4 g, were assigned to three equivalent groups.
Prior mating and during pregnancy each group of rats received the following regimen:
Animals in the Control Group (C) were fed a 252 Jo casein diet in ad libitum quan-
tities; the dietary Restricted Group (D) received the same contrel diet in amounts
calculated to approximate 50° o (g/100 g rat) of the intake of group C; the Deficient
and Restricted Group (DD) rats were fed a restricted amount of the EFA deficient
diet.

On the 21st day of gestation pregnant animals were sacrificed. The foetuses and
placentae obtained by caesarium section were isolated and weighed. A 50C/o food
restriction before and during pregnancy resulted in a significant decrease in phospho-
lipid contents (p < 0.05); severe EFA deficiency superimposed to 50° Jo food re-
striction, moreover induced significant changes in the fatty acid pattern of phospho-
lipids, decreasing n3 and n6 fatty acids and increasing eicosatrienoic acid. There was
an accumulation of triglycerides in the placenta of rats fed on the EFA deficient
diet. In the two restricted groups fetal weight was reduced, but although in the DD
group, placental weight was not affected, litter size was dramatically reduced.
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