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RESUMEN

Se estudi6 el efecto de la desnutricion crénica materna en el metabolismo energé-
tico durante el desarrollo de la placenta en ratasy su relacién con el crecimiento fetal.
Ratas hembras virgenes de la cepa Wistar se sometieron a la restriccién de una dieta
con 259 /o de caseina, desde la pubertad y durante la prefiez.

Los resultados revelaron que la desnutricién materna disminuye significativamente
la actividad de adenilato kinasa expresada por gramo de DN A, y aumenta significativa-
mente el contenido de adenina nucleétidos (ATP y ADP), en la placenta, cerca del
término de la prefiez. Se postula que el aumento significativo de la carga energética
(ATP + 1/2 ADP:/ ATP + ADP + AMP) de la placenta de ratas desnutridas, es el
resultado de una inhibicion de los sistemas que utilizan ATP para procesos de sinte-
sis de macromoléculas y transporte activo de sustratos en las iltimas etapas de la
gestacion.

Ello coincide con la significativa disminucién del crecimiento fetal en esa etapa.

INTRODUCCION

H suministro de nutrientes hacia el feto depende de la cantidad y
composicion de la sangre materna que llega a la placenta y de la capacidad
de este 6rgano para transferirlos hacia el lado fetal (1). El retardo del
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crecimiento del feto se atribuye a varios factores tales como des6rdenes
genéticos, patologfa materna, insuficiencia placentaria y desnutricién fetal
intrauterina originada por desnutricion materna (2). El efecto de esta
dltima en el crecimiento feto-placentario ha sido extensamente investi-
gado, pero existe relativa poca informacién acerca de la relacion que existe
entre el retardo de crecimiento del feto y la capacidad funcional de la
placenta para transportar nutrientes. La capacidad de la placenta para se-
cuestrar nutrientes de la circulacién materna, concentrar, sintetizar, se-
cretar y transportar sustratos, requiere energia metabélica, generada por
este 6rgano a través de la liberacion de energfa a partir de nutrientes po-
tencialmente energéticos, procesos que son catalizados por enzimas (3,4).

El propésito de este estudio, por lo tanto, fue determinar el efecto
que la desnutricion materna crénica ejerce en el metabolismo energético
durante el desarrollo de la placenta,y su relacién con el crecimiento fetal
en distintas etapas de la gestacion. Se postula que la desnutricién materna
puede modificar la carga y capacidad energética de la placenta, lo que
podria afectar la eficiencia de los mecanismos responsables del transporte
activo de substancias entre circulacién materna y fetal, originando un cre-
cimiento insuficiente del feto.

MATERIAL Y METODOS

Cien ratas hembras virgenes de 50 dfas de edad fueron divididas en
dos grupos equivalentes, y se alojaron en jaulas individuales. Cincuenta
ratas se destinaron al grupo control (C) alimentdndose ad libitum con una
dieta con caseina al 259/o; se midié diariamente la ingesta y la ganancia
de peso. Las otras 50 ratas integraron el grupo desnutrido (D), y recibie-
ron como alimento, la misma dieta ofrecida al grupo C, pero en forma res-
tringida. Para ello, se consigné la cantidad de dieta consumida por 100 g
de rata control, ddndole sélo el 50°/o de esa cantidad al grupo desnutrido,
también en relacion a 100 g rata. Al alcanzar las ratas de ambos grupos un
peso promedio de 154 g, el grupo C alos 60 dias y el grupo D alos 75
dias, se cruzaron con machos control s6lo durante 12 horas. Antes del
cruzamiento se detect6 la fase proestro en frotis de secrecién vaginal, y
después del apareamiento se detectaron espermos en la vagina.

Las hembras prefiadas fueron devueltas a sus jaulas individuales, si-
guiendo con el mismo tratamiento dietético impuesto desde antes del
cruzamiento. La composicion de la dieta preparada con casema al 259/o
ha sido previamente informada (5).

A los 16, 18 y 20 dias post-concepcion se sacrificaron de nueve a 15
ratas de cada grupo, y en cada oportunidad se les extrajeron los fetos,
los cuales se pesaron. Se extrajeron todas las placentas, y la mitad de las
placentas de cada rata fue congelada de inmediato, recibiéndolas en dis-
positivos metdlicos, los que previamente fueron colocados y mantenidos
en un bafo de acetona-hielo seco. Los 6rganos se congelaron de inmedia-
to, se pesaron rapidamente y se vaciaron sobre una solucién de dcido per-
clorico helado, el cual fue congelado inmediatamente. Luego se homoge-
nizaron, permitiendo un descongelamiento lento que da lugar a la incorpo-
racién del perclérico al tejido antes de que éste esté totalmente desconge-
lado. EI homogenizado se centrifugé en frfo, y en el sobrenadante neutra-
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lizado se determiné ATP, ADP y AMP, enzimiticamente,segin la técnica
de Adam (6). El resto de las placentas que no fue sometido a congelacion,
fue recibido en solucién de sacarosa 0.25 M fria. Se homogenizaron en
sacarosa 0.25 M al 100/o (peso/volumen) y las mitocondrias fueron sepa-
radas por centrifugacion diferenciada en frio, segtin Dow (7). Las mitocon-
drias aisladas fueron resuspendidas en buffer Tris 10mM pH 7.5, agregan-
doles sacarosa 1.8 M con 2 mM de ATP y 2 mM de MgSO,. Esta suspen-
sién se sonica para romper las membranas mitocondriales a una oscilacién
de 3 amperes por 15 segundos a 00C. La suspension sonicada se deposita
sobre sacarosa 1.18 M y se centrifuga a 24,000 rpm durante tres horas, en
frio. La subfraccion soluble que corresponde a la capa superior de tres
capas, se separa cuidadosamente y en esa fraccion se mide actividad de
adenilato kinasa segiin Sottocasa et al. (8).

Se determind DNA en el homogenizado al 100/o segiin la técnica de
Burton (9), y en la subfracciéon soluble, el contenido de proteina, de
acuerdo a Lowry et al. (10).

Con los datos del contenido de adenina nucleétidos se determiné la
carga energética siguiendo el método de Atkinson (11), que se define co-
mo ATP + 1/2 ADP:/ATP + ADP + AMPYy la capacidad energética. Esta
altima se calculé multiplicando el nivel de energia disponible (ATP + 1/2
ADP) por la actividad de adenilato kinasa mitocondrial. La determinacion
del ATP, ADP, AMP y actividad de adenilato kinasa se hizo en la misma
placenta, expresando los valores del contenido de los adenina nucle6tidos
y actividad de adenilato kinasa por gramo de DNA. Los resultados fueron
expresados como promedios + desviacién estdndar de los promedios, y el
cdlculo de la significancia estadfstica de las diferencias entre los grupos se
hizo aplicando la prueba “t” de Student.

RESULTADOS

El efecto de la restriccion de una dieta balanceada sobre la ganancia
de peso materno, peso de la placenta y peso fetal a los 16, 18 y 20 dfas
post-concepcién, se informa en 1a Tabla 1. Segun se aprecia, la desnutri-
cién materna crénica redujo significativamente (P < 0.001) la ganancia
ponderal materna en las tres etapas estudiadas. El peso de la placentay el
peso fetal también disminuyeron significativamente, pero sélo al dfa 20,
cercano al término.

El contenido de adenina nucleétidos expresados por gramo de DNA,
aumento6 significativamente al dfa 18 con respecto al dfa 16 en ambos
grupos, a excepcién del AMP que permaneci6 constante. El aumento en el
contenido de ATP y ADP observado al dia 18 se mantuvo alto hasta el
dfa 20 post-concepcién. Al comparar el contenido de ATP y ADP entre
los grupos C y D, se observa que estos dos nucleétidos se encuentra signi-
ficativamente aumentados en el grupo D, en relacién al grupo C (Tabla 2).

La carga energética de la placenta calculada a partir de la relaci6n
(ATP + 1/2 ADP): /(ATP + ADP + AMP), de ambos grupos se detalla en
la Tabla 3. Puede observarse un aumento significativo de la carga energé-
tica en el grupo D al dfa 18 (P < 0.05)y dfa 20 (P <0.01), con respecto
al grupo C. .



TABLA 1

INCREMENTO DEL PESO MATERNO, PESO DE PLACENTA Y PESO FETAL DURANTE LA PRENEZ
DE RATAS CONTROL Y DESNUTRIDAS

Ganancia ponderal materna : Peso placenta Peso fetal
Edad gestacional ® (mg) (mg)
(dras) Control Desnutridos Control Desnutridos Control Desnutridos
16 58.6%% 10.9 24.4% + 8.3 245 * 36 215 = 37 279+ 62 251 *20
18 93.5 *12.6 37.8* + 15 341 £52 308 * 43 787% 50 654 *30
20 115.3 *19.5 55.1% £10.6 4717 1 40 3910+ 49 2,390+ 36 1,750% +16

*  Valor promedio * desviacién estdndar. El mimero de ratas prefiadas sacrificadas en cada oportunidad y en cada grupo fue de 9
al5.

3 Desnutridas con respecto al control, P < 0.001.

b Desnutridas con respecto al control, P < 0.001.
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TABLA 2

CONTENIDO DE ATP, ADP Y AMP EN PLACENTAS DE RATAS CONTROL Y DESNUTRIDAS

Edad ATP? ADP® AMP° : Adenina nucleétidos
gestacional __totales®
(dias) Control Desnutridas Control Desnutridas Control  Desnutridas Control Desnutridas

16 153.8°+ 38.6 183.0 +49.5 191.0 +49.1 226.1 +42.2 105.0+12.8 123.2+ 135 4625 *79.5 514.7 + 70.0
18 219.4%+ 41.2 316.0%+ 89.0 244.4% + 20.2 287.8*+ 49.3 110.8 +30.4 124.1+ 30.4 '580.5%+ 54.4 674.6%+ 90.2
20 209.2 *34.3 356.0°%81.3 254.8 * 55.3 343.8% £61.2 123.8+22.8 133.8% 22.8 538.8 *22.0 82332 +127.9

Valores expresados en pmoles por gramo de DNA.
Valores promedios * desviacion estindar de 9 a 15 ratas sacrificadas en cada grupo y en cada edad gestacional.
Grupo desnutrido versus control, P <0.001.

Estadisticamente diferente con respecto a la edad gestacional precedente, en cada grupo, a un nivel de por lo menos
P <0.01.
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TABLA 3

CARGA ENERGETICA EN PLACENTAS DE RATAS CONTROL Y

DESNUTRIDAS*
Edad gestacional Carga energética*
(dfas) Control® - Desnutridas P
16 0.54° + 0.04 0.54 +0.07 NS
(10) : (10)
18 0.60 * 0.05 0.64 +0.02 <0.05
(9 (11)
20° 0.59 + 0.04 0.64 +0.04 <0.01
(10) (13)

ATP + 1/2 ADP
ATP + ADP + AMP

0 Valores expresados en imoles por gramo de DNA.

e Valores promedio * desviacién estindar del niimero de determinaciones entre pa-
réntesis.

*  Cada determinacion enzimdtica del ATP, ADP y AMP se hizo en la misma placenta.
NS = No significativo.

La actividad de adenilato kinasa expresada por g de DNA o por mg de
protefna mitocondrial para ambos grupos, figura en la Tabla 4. Al expre-
sar la actividad de la enzima por gramo de DNA, no se observan cambios
con el progreso de la prefiez; sin embargo, al comparar el grupo D con el
grupo C se observan valores menores en el grupo D (70-800 /o del valor del
grupo C), alcanzando diferencias estadisticamente significativas sélo al dfa
16 post-concepcién. Al expresar la actividad por mg de protefna mitocon-
drial, se aprecian diferencias entre ambos grupos, siendo significativamente
menor la actividad del gmpo desnutrido s6lo al dfa 20 de edad gestacional.

En la Tabla 5 se informa la capacidad energética de las placentas de
ambos grupos, calculada del producto del nivel de energfa disponible
(ATP + 1/2 ADP) por la actividad de adenilato kinasa,expresados ambos
valores por mg de DNA placentario. Segiin revelan los datos, en ambos
grupos se observa un aumento de la capacidad energética con el avance de
la prefiez, especfficamente al dfa 18 con respecto al dfa 16, mantenién-
dose el nivel alto hasta el dia 20. La capacidad energética del grupo D
es el 72-750/o de la del grupo C.
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TABLA 4

ACTIVIDAD DE ADENILATO KINASA EN FRACCION SUBMITOCONDRIAL
DE PLACENTA DE RATAS CONTROL Y DESNUTRIDAS

Edad Actividad de adenilato kinasa
gestacional Control Desnutridas Control Desnutridas
(dfas) (pmoles/g DNA)° (ummoles/mg prot)®
16 4326%* 180 3075t 7.8 1028 * 157 1109 *29.1
() (12) (8) (10)
18 4429 *176 359 * 89 181.59* 663 1373 * 376
%) (9) (®) (9
20 440 *16.9 348 *20.7 1787 * 574 1108%1 475
(14) (12) (12) (11)

o Expresado en micromoles de ADP formados o utilizados por gramo de DNA por
minuto. :

e Expresado en milimicromoles de ADP formados o utilizados por miligramo de pro-
teina de la subfraccién soluble mitocondrial por minuto.

*  Valores promedio * desviacién estandar de las placentas correspondientes al ni-
mero de ratas sacrificadas, entre paréntesis.

a  Nivel de significancia, desnutridas vs control, P <0.01.

b  Nivel de significancia con respecto a la edad gestacional precedente, P <0.01.

TABLA5
CAPACIDAD ENERGETICA DE LA PLACENTA DE RATAS CONTROL Y
DESNUTRIDAS
Edad Capacidad energética* 0/o con respecto
gestacional Grupo Grupo al grupo
(dias) control desnutridas control
(umoles/mg ADN)©
16 10.58+ 6.48 7.98+ 2.28 75.4
(8) ®)
18 18.43* 7.72 13.29% 457 721
G ®)
20 17.32* 6,58 13.06+ 2.90 75.4
(11) (10)

o Los valores se expresan en pmoles por miligramo de ADN.

*  Capacidad enérgetica [(ATP + 1/2 ADP) AK].
Los nimeros entre paréntesis se refieren a aguellas muestras en las cuales se pudo
determinar en la misma placenta el ATP, ADP y actividad de adenilato kinasa, lo
que permite el cdlculo de la capacidad energética.
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DISCUSION

Los resultados de este estudio muestran que la desnutricién materna
créonica provocé un retardo en el crecimiento fetal, retardo que adquirié
significado estadfstico (P < 0.001) en las iltimas etapas de su desarrollo
intrauterino. El hallazgo de menor peso fetal puede atribuirse a muchos
factores, entre los cuales se ha postulado una disminucién de la capacidad
funcional de la placenta para cumplir las funciones para las que ha sido
programada.

El mayor contenido de adenina nucleétidos, ATP y ADP al dfa 18 y
20 post-concepcién en la placenta de ratas desnutridas, comparada con el
grupo control, se traduce en una mayor carga energética en ese grupo. El
contenido de ATP celular, que es considerado como un buen fndice del
nivel de energla disponible para funciones metabdlicas y fisiolégicas,
refleja un balance entre los sistemas que generan ATP y aquéllos que lo
ptilizan. Atkinson (11), ha demostrado que las enzimas que generan
ATP responden a la carga energética del sistema. Segtin nuestros hallaz-
gos, se encontré la actividad de adenilato kinasa, enzima generadora de
ATP, disminuida en la placenta del grupo desnutrido, lo que estaria en
desacuerdo con la mayor carga energética de este grupo. No obstante,
conforme a lo comunicado por Atkinson (11), la mayor carga energética
actuarfa como un sistema de regulacién tipo retroalimentacién negativa,
ocasionado por el aumento del producto final sintetizado, en este caso
ATP. Ya se ha demostrado el efecto inhibidor de ATP para otras enzimas
generadoras de ATP (12).

Cabria postular que la mayor carga energética podrfa atribuirse proba-
blemente a una menor demanda de ATP por la placenta de ratas desnutri-
das. Se ha propuesto y demostrado (13) que el ADPy AMP inhibiben los
procesos que utilizan energfa, a diferencia del ATP que inhibe los sistemas
que la generan. Altos niveles de ADP o AMP inhiben la actividad de
aminoacil t RNA sintetasa, enzima biosintética que utiliza ATP (14),
indicando asf que la carga energética podrfa controlar la sintesis protef-
nica.

Los niveles de ADP en placenta de ratas desnutridas se encontraron
elevados, lo que bien puede explicar el menor contenido de proteina y me-
nor tamaiio celular de la placenta, hallazgo comunicado previamente por
otros autores (15).

Rosado et al. (16), al comparar la actividad de adenilato kinasa por
gramo de DNA y el contenido de adenina nucleétidos en placentas de tér-
mino de nifios normales y pequeiios para la edad gestacional, no encon-
traron diferencias en la actividad de la enzima. Sin embargo, al igual que
en nuestro estudio, encontraron una mayor capacidad energética en las
placentas de niiios con retardo de crecimiento intrauterino. Los autores
del presente trabajo no discuten las diferencias del potencial energético
placentario entre los dos grupos.

Como sabemos, la placenta requiere un sistema muy activo en la gene-
racién de energfa metabdlica para manejar su propio metabolismo y creci-
miento, asf como para cumplir el rol de transferencia de nutrientes hacia
el lado fetal. La carga de energia de la placenta aument6 significativamen-
te con el progreso de la prefiez en ambos grupos, al parecer, anticipindose
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a la alta actividad metabélica de ese 6rgano y a las altas exigencias fetales,
acordes con el significativo aumento del peso fetal al dia 18 y 20 post-con-
cepcion. Se ha evidenciado una efectiva transferencia de nucle6tidos mar-
cados por la placenta hacia el lado fetal en ratas prefiadas, ya cercanas al
término de la prefiez (17), demostrado por la ripida incorporacién de los
nucleétidos marcados en el RNA fetal y por una minima incorporacién en
el RNA placentario.

Los mayores niveles de ATP observados en la placenta de las desnutri-
das, permiten postular una transferencia insuficiente de estos nucledtidos,
lo que originaria una menor incorporacion de ellos a la célula fetal, dismi-
nuyendo la disponibilidad energética para sintesis de la célula fetal. Un
menor contenido de ATP en higado de fetos de ratas desnutridas ha sido
comunicado por los autores de esta investigacion (18).

El estudio aqui descrito, demuestra que la desnutricién materna créni-
ca en ratas, afecta el metabolismo energético celular de la placenta y el
crecimiento fetal cerca del término de la prefiez. El aumento de la carga
energética de la célula placentaria y la disminucién de la actividad de las
enzimas generadoras de ATP en placentas de ratas desnutridas, permiten
sugerir una inhibicién de los sistemas que utilizan energia metabélica para
procesos de sintesis y transporte activo de sustratos.

SUMMARY

ENERGY METABOLISM DURING PLACENTAL DEVELOPMENT IN RATS —
EFFECT OF CHRONIC MATERNAL MALNUTRITION

The effect of maternal malnutrition on the energy metabolism of the developing
rat placenta, related to fetal growth, was studied. Female virgin rats of the Wistar
strain were fed restricted amounts of 259 /o casein diet, from puberty and throughout
pregnancy. According to results, a significant decrease occurred in the activity of
adenylate kinase, as well as a significant increase in the energy charge of the adenylate
system (ATP, ADP), per gram of DNA of placental tissue near term, in the mal-
nourished group. The data suggest that the significant increase of energy charge
(ATP + 1/2 ADP:/ATP + ADP + AMP) of the placenta in the malnourished group,
is the consequence of an inhibition of the reactions controlling ATP-consuming
process, such as macromolecular synthesis pathways and active transport of sustrates
near term. This coincides with the simultaneous and significant decrease in fetal
growth in this group.
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